Neue Untersuchungsmöglichkeiten mit dem BacT/Alert 3D (bioMèrieux) Mykobakterien-Testsystem: -Empfindlichkeitstestung von M. tuberculosis gegenüber Protionamid und Linezolid- Testung von Wirkstoffkombinationen bei Mykobakterien by Ulber, Heidi
Neue Untersuchungsmöglichkeiten mit dem BacT/Alert 3D (bioMérieux) 
Mykobakterien-Testsystem 
- Empfindlichkeitstestung von M. tuberculosis gegenüber Protionamid 
und Linezolid 





zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. 
an der Medizinischen Fakultät 




eingereicht von:  Heidi Ulber 
   geb. am 07.08.1980 in Leipzig 
 
angefertigt:  Universität Leipzig 
   Institut für Medizinische Mikrobiologie und Infektionsepidemiologie 
 










  2 
Inhaltsverzeichnis 
 
Bibliographische Beschreibung                  4 
Abkürzungsverzeichnis          5 
 
1  Zielstellung der Arbeit         7
        
2          Aktueller Wissensstand         9 
2.1      Übersicht zu den Mykobakterien        9 
2.2     Tuberkulose          13 
2.2.1  Bedeutung und Epidemiologie der Tuberkulose     13 
2.2.2 Resistenzsituation von M. tuberculosis      15 
2.2.3 Übersicht zu Diagnostik, Pathomechanismus und Prophylaxe   16 
2.2.4 Therapieschemen der Tuberkulose       18 
2.3       Mykobakteriosen         20 
2.4      Methoden der Empfindlichkeitstestung                                                                   25 
2.4.1   Übersicht          25 
2.4.2   Das BacT/Alert-System         32 
2.4.3  Testung von Zweitrang- und neuen Antituberkulotika    35 
2.5  Kombinationstestung         37 
2.6  Protionamid          41 
2.6.1  Wirkungsspektrum         41 
2.6.2  Wirkmechanismus und Resistenzen       41 
2.6.3  Rolle als Therapeutikum         41 
2.7  Linezolid             42 
2.7.1  Wirkungsspektrum         42 
2.7.2  Wirkmechanismus und Resistenzen       43 
2.7.3  Rolle als Therapeutikum         44 
2.7.4  Bisherige Ergebnisse bei Mykobakterien      45 
 
3  Materialien und Methoden        49 
3.1  Bakterienstämme         49 
3.2  Nährmedien          51 
3.3  Antibiotika          51 
 
  3 
3.4  MHK-Bestimmungen und Testung von Wirkstoffkombinationen   52 
3.4.1 Prinzip der Methoden         52 
3.4.2 Hauptarbeitsschritte und Pipettierschema      53 
3.4.3 Herstellung der Bakteriensuspensionen      54 
3.5 Isolierung von Linezolid-resistenten Mutanten     54 
 
4  Ergebnisse          55 
4.1  Einleitende Bemerkungen        55 
4.2  Bestimmung der Protionamid-Empfindlichkeit       57 
4.2.1  Verteilung der MHK für Protionamid bei Patientenstämmen   57 
4.2.2  Gesamtspektrum der MHK-Werte für Protionamid       
für alle untersuchten Stämme       58 
4.3  Bestimmung der Linezolid-Empfindlichkeit       59 
4.3.1  Verteilung der MHK für Linezolid bei Patientenstämmen    59 
4.3.2  Linezolid-MHK bei Linezolid-resistenten Mutanten    61 
4.3.3  Gesamtspektrum der MHK-Werte für Linezolid   
für alle untersuchten Stämme       62 
4.4  Untersuchungen zur Kombinationstestung von Antituberkulotika   63 
4.4.1  Untersuchungen mit M. tuberculosis       63 
4.4.2 Kombination von Ciprofloxacin und Ethambutol bei MAC-Stämmen  69 
  
5  Diskussion          71 
5.1  Empfindlichkeitstestung von Protionamid und Linezolid    71 
5.2  Untersuchung von Wirkstoffkombinationen      74 
  
6  Zusammenfassung der Arbeit       77 
             
7 Literaturverzeichnis        79 
        
8 Anlagen          91 
8.1 Tabellen- und Abbildungsverzeichnis      91 
8.2 Selbständigkeitserklärung        94 
8.3 Lebenslauf          95 
8.4 Danksagung          96 
 
 





Neue Untersuchungsmöglichkeiten mit dem BacT/Alert 3D (bioMérieux)  
Mykobakterien-Testsystem 
- Empfindlichkeitstestung von M. tuberculosis gegenüber Protionamid und Linezolid 
- Testung von Wirkstoffkombinationen bei Mykobakterien 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
96 S., 122 Lit., 10 Abb., 22 Tab. 
 
Referat: 
Mit dieser Arbeit wurden zunächst Untersuchungen zur Empfindlichkeitstestung von 
M. tuberculosis (Mtb) gegenüber den Tuberkulose-Zweitrangmedikamenten Protionamid 
(PTH) und Linezolid (LIZ) mit dem BacT/Alert 3D-System durchgeführt. Dazu wurden deren 
MHK-Werte für 32 Mtb-Stämme bestimmt (Referenzstamm Mtb H37Rv, sensible und 
Patientenstämme mit verschiedenen Resistenzen, unter anderem PTH-resistente Stämme, 
sowie eigens für die Arbeit isolierte LIZ-resistente Mutanten). Die PTH-MHK betrug für 20 
von 21 sensiblen Stämmen ≤ 1 mg/l und für sechs PTH-resistente Patientenstämme 4 - 16 
mg/l. Die LIZ-MHK lag für alle 20 untersuchten Patientenstämme und den Referenzstamm 
bei < 4 mg/l und für die vier LIZ-resistenten Mutanten bei ≥ 8 mg/l. Aufgrund dieser Daten 
empfehlen wir als Testkonzentrationen bei Standardtestungen mit dem BacT/Alert-System 
2 mg/l für PTH und 4 mg/l für LIZ. 
Weiterhin wurden Untersuchungen zur Kombinationstestung von Antituberkulotika mit Mtb 
durchgeführt. Dabei wurde insbesondere geprüft, ob die MHK eines Antituberkulotikums 
durch die Zugabe einer subinhibitorischen Menge eines zweiten Antituberkulotikums 
verändert wird. Es zeigten sich keine signifikanten Beeinflussungen der MHK. Ein 
tendenzieller Effekt von PTH auf die Rifampicin-MHK wurde aber durch die Analyse der 
Wachstumskinetik unterstützt. Bei der Untersuchung der Beeinflussung der Ciprofloxacin-
MHK durch subinhibitorische Konzentrationen von Ethambutol bei Stämmen des MAC-
Komplexes konnte bei sieben von zehn Stämmen ein synergistischer Effekt von Ethambutol 
gezeigt werden. Interessanterweise handelt es sich bei diesen Stämmen ausschließlich um 
M. avium-Stämme. 




AIDS  acquired immunodeficiency syndrome (erworbenes Immundefektsyndrom) 
Aqua dest. Steriles destilliertes Wasser 
ATS American Thoracic Society (Amerikanische Thoraxgesellschaft) 
BCG Bacille Calmette-Guérin 
CF Zystische Fibrose (Mukoviszidose) 
CIP Ciprofloxacin 
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute, USA 
CLR Clarithromycin 
COPD chronisch obstruktive Lungenerkankung 
DIN Deutsches Institut für Normung 
DOTS directly observed treatment short-course (direkt überwachte Kurzzeittherapie) 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DZK Deutsches Zentralkomitee zur Bekämpfung der Tuberkulose 
EMA European Medicines Agency (Europäische Arzneimittel-Agentur) 
EMB Ethambutol 
ETH  Ethionamid 
EU Europäische Union 
EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
FDA Food and Drug Administration, USA 
FICI Fractional Inhibitory Concentration Index 
HIV  humanes Immundefizienz-Virus 




i. v.  intravenös 




M.  Mycobacterium 
MAC Mycobacterium avium-Komplex 
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MDR multidrug-resistant (multiresistent) 
MGIT Mycobacteria Growth Indicator Tube 
MHK minimale Hemmkonzentration 
Mio.  Millionen 
MiQ Mikrobiologisch-infektiologische Qualitätsstandards 
MOX Moxifloxacin 
Mtb  Mycobacterium tuberculosis 
NTM  Nicht-tuberkulöse Mykobakterien 
PAS  Para-Aminosalizylsäure 
Pat.  Patient/-en 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
p. o.  per os 
PTH  Protionamid 
PZA  Pyrazinamid 
RKI  Robert Koch-Institut 
RMP  Rifampicin  
RNA  Ribonukleinsäure 
rRNA  ribosomale RNA 
s  Standardabweichung 
s. o.  siehe oben 
S.  Staphylococcus 
SM  Streptomycin 
ssp.  Subspezies 
Tab.  Tabelle 
Tb  Tuberkulose 
TTD  Detektionszeit (“time to detection”), Zeit bis zur automatischen 
Positivausweisung durch das Kultivierungssystem 
vs.  versus 
WHO  World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation) 
XDR  extensively drug-resistant (extensiv arzneimittelresistent) 
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1 Zielstellung der Arbeit 
 
Auch heutzutage ist die Tuberkulose weltweit die am häufigsten zum Tode führende 
behandelbare bakterielle Infektionskrankheit. Zwar konnten Inzidenz und Letalität der 
Tuberkulose durch die DOTS-Strategie der WHO gesenkt werden, die Zunahme von 
resistenten, insbesondere multiresistenten und extensiv resistenten Tuberkuloseerregern 
bereitet aber zunehmend Therapieprobleme. 
 
Um möglichst schnell eine rationale antituberkulotische Chemotherapie einleiten zu können, 
ist es wichtig, mit schnellen Methoden die Empfindlichkeit der Tuberkuloseerreger gegen 
verschiedene Antituberkulotika zu bestimmen. Eine solche schnelle Methode ist die 
Empfindlichkeitstestung mit dem BacT/Alert-System, bei der in der Regel spätestens nach 
zehn Tagen ein Antibiogramm vorliegt (Resistenzen können schon nach drei bis fünf Tagen 
erkannt werden). Diese BacT/Alert-Methode war die erste automatisierte, nicht-radioaktive 
Schnellmethode zur Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit von Tuberkuloseerregern. 
Sie wurde zunächst für die fünf Standard-Antituberkulotika (Isoniazid, Rifampicin, 
Ethambutol, Streptomycin und Pyrazinamid) evaluiert. Die Zunahme resistenter 
Tuberkuloseerreger macht es dringend erforderlich, mit dieser Methode auch die 
Empfindlichkeit von Tuberkuloseerregern gegen weitere, sogenannte Zweitrangmedikamente 
zu bestimmen. 
 
Die erste Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Bedingungen zur 
Empfindlichkeitstestung von Tuberkulosebakterien gegen Protionamid und Linezolid mit dem 
BacT/Alert 3D-System festzulegen. Protionamid ist ein schon länger in Anwendung 
befindliches Zweitrangmedikament. Linezolid ist ein erst seit 2001 in Deutschland 
zugelassenes Antibiotikum aus der Gruppe der Oxazolidinone, das sich durch Wirksamkeit im 
Bereich grampositiver Bakterien, insbesondere gegenüber Methicillin-resistenten 
Staphylokokken und Vancomycin-resistenten Enterokokken auszeichnet und bei dem eine 
therapeutische Wirksamkeit gegen resistente Tuberkuloseerreger gezeigt werden konnte.  
 
Bei der Festlegung der Bedingungen für die Protionamid- und Linezolid-Testung, die sich 
allein auf bakteriologische in-vitro-Daten stützt, steht die Wahl der geeigneten 
Testkonzentrationen im Mittelpunkt der Untersuchungen. Dazu werden in Übereinstimmung 
mit den Untersuchungen von David (2004), der die Testbedingungen für Ciprofloxacin und 
Capreomycin ermittelt hat, zunächst MHK-Werte für Protionamid und Linezolid von 
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M. tuberculosis-Wildstämmen sowie von resistenten Mutanten ermittelt. Anschließend wird 
geprüft, ob eine Testkonzentration festgelegt werden kann, bei der sensible und resistente 
Stämme ausreichend sicher unterschieden werden können. Ein Teil der Ergebnisse 
einschließlich eines Vorschlags zu den Testkonzentrationen für Protionamid und Linezolid für 
die Empfindlichkeitstestung mit dem BacT/Alert 3D-System wurden bereits 2003 auf dem 
Jahreskongress der European Society of Mycobacteriology in Tartu, Estland, vorgestellt (Beer 
et al. 2003). 
 
Eine zweite Zielstellung der Arbeit bestand darin zu prüfen, ob mit dem BacT/Alert 3D-
System mit relativ geringem Aufwand Effekte von Antituberkulotika-Kombinationen (z. B. 
Synergismen) auf das Wachstum von Mykobakterien-Stämmen charakterisiert werden 
können. Von Interesse sind diese Untersuchungen wegen der steigenden Häufigkeit resistenter 
Stämme des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes und für Therapieempfehlungen bei 
Infektionen durch nicht-tuberkulöse Mykobakterien, die Antituberkulotika einschließen, die 
bei der in-vitro-Empfindlichkeitstestung als resistent charakterisiert werden. 
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2 Aktueller Wissensstand 




Mykobakterien (Gattung Mycobacterium, Familie Mycobacteriaceae) gehören wie z. B. 
Corynebacteriaceae und Nocardiaceae aufgrund des hohen Gehaltes der DNA-Basen Guanin 
und Cytosin zu den Actinomycetales und umfassen bisher über 170 Spezies (Richter et al. 
2010; bacterio.net 2015). 
 
Es handelt sich um unbewegliche, nicht sporenbildende, aerob wachsende Stäbchenbakterien, 
die sich durch eine hohe Festigkeit gegenüber Säuren und Basen aufgrund ihres Gehaltes an 
Wachsen in der Zellwand auszeichnen. Deshalb sind Mykobakterien mit der Gramfärbung nur 
schlecht anfärbbar und müssen mit besonderen Färbemethoden wie der Ziehl-Neelsen-
Färbung angefärbt werden. In molekularbiologischen Analysen wurde die Zugehörigkeit zu 
den grampositiven Bakterien bestätigt. 
 
Es ist sinnvoll, drei Gruppen zu unterscheiden: Tuberkulosebakterien (Mycobacterium 
tuberculosis-Komplex), Mycobacterium (M.) leprae und nicht-tuberkulöse Mykobakterien 
(NTM). 
 
Zum Mycobacterium-tuberculosis-Komplex zählen aktuell folgende sogenannte Spezies und 
Subspezies: 
 
- M. tuberculosis (Mtb) 
- M. africanum 
- M. bovis, M. bovis ssp. bovis und M. bovis ssp. caprae 
- Impfstamm BCG (Bacille Calmette-Guérin)  
- M. microti 
- M. pinnipedii 
- M. canetti 
 
Mit Ausnahme des BCG-Stammes sind alle Spezies obligat pathogen und Erreger der 
Tuberkulose bei Mensch oder Tier.  
                                                          
* basierend auf folgende Quellen: Burchardt 2006; Brockmeyer et al. 2010; Bange et al. 2012; Kroegel 2013 
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Erreger der menschlichen Tuberkulose ist in Deutschland überwiegend Mtb. Im Jahr 2013 
wurde Mtb bei 2994 Patienten (97,5 %) als Erreger der humanen Tuberkulose nachgewiesen, 
M. bovis bei 45 Patienten (1,5 %), M. africanum bei 32 Patienten (1 %) und in einem Fall 
M. microti (RKI 2014).  
 
Die Übertragung erfolgt überwiegend aerogen („Tröpfcheninfektion“), sehr selten oral (z. B. 
durch Milch infizierter Kühe) oder durch Hautverletzungen. 
 
Der Mensch fungiert als natürlicher Wirt für Mtb, M. africanum und M. canetti. Die anderen 
Spezies des Mtb-Komplexes kommen bei einem breiten Spektrum an Säugetieren vor: 
M. bovis ssp. bovis insbesondere als Erreger der Rindertuberkulose, M. bovis ssp. caprae bei 
Ziegen, M. microti bei kleinen Wildtieren (Maus, Dachs, Fuchs, Marder) und M. pinnipedi bei 
Seehunden und -löwen. 
 
Ausführungen zu Diagnostik, Therapie, Pathomechanismus, Epidemiologie und 
Resistenzsituation der Tuberkulose folgen in Kapitel 2.2, Methoden der 
Empfindlichkeitstestung werden in Kapitel 2.4 beschrieben. 
 
In Deutschland sind beim Menschen gemäß Infektionsschutzgesetz Erkrankung und Tod an 
behandlungsbedürftiger Tuberkulose sowie Therapieverweigerung oder -abbruch namentlich 
meldepflichtig, auch wenn kein bakterieller Erregernachweis vorliegt. Ebenso ist der 
mikroskopische Nachweis säurefester Stäbchen im Sputum, der direkte Nachweis von 
Erregern des Mtb-Komplexes sowie das Ergebnis der Resistenzbestimmung meldepflichtig 
(Infektionsschutzgesetz [IfSG] § 6 und 7). 
 
In der Veterinärmedizin ist z. B. die Rindertuberkulose durch die Erreger M. bovis ssp. bovis 
und M. bovis ssp. capreae von Bedeutung. Es handelt sich um eine Zoonose, die neben 
Rindern andere Haus-, Wild- und Zootiere wie Ziegen, Schweine, Katzen oder Hirsche 
befällt. Die Übertragung vom Tier auf den Menschen und umgekehrt ist möglich, z. B. durch 
den Verzehr unpasteurisierter Rohmilch. Deutschland gilt seit 01.07.1996 als amtlich frei von 
dieser anzeigepflichtigen Tierseuche, was nicht ausschließt, dass jedes Jahr einige Betriebe 
mit tuberkuloseinfizierten Rindern ermittelt werden (Friedrich-Löffler-Institut 2013). 
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M. leprae ist Erreger der Lepra und führt aufgrund seines Tropismus für Makrophagen und 
Schwann‘sche Zellen zu einer chronischen Infektion von Haut und peripheren Nerven. 
Hauptwirt ist der Mensch, einziger nichtmenschlicher Wirt das in Amerika heimische 
Neunbinden-Gürteltier (Armadillo). Die Inzidenz der Lepra ist seit Jahren konstant und betrug 
im Jahr 2013 weltweit 215.656 neue Patienten, im gleichen Jahr waren insgesamt 180.618 
Patienten erkrankt. Betroffen sind insbesondere Südostasien, Indien, Afrika und Brasilien 
(WHO 2015). In Deutschland gab es 2012 fünf und 2013 nur einen Erkrankungsfall (RKI 
2014).  
 
Der Übertragungsweg ist nicht endgültig geklärt. Wahrscheinlich werden aerolisierte 
Tröpfchen übertragen, die Erkrankte auf der Nasenschleimhaut tragen. In den Südstaaten der 
USA konnte in Untersuchungen das Armadillo als Überträger der Lepra auf den Menschen 
identifiziert werden (Truman et al. 2011). 
 
Nur 5 % der Menschen erkranken nach Kontakt mit M. leprae. Nach einer Inkubationszeit 
von 2 - 4 Jahren treten uncharakteristische singuläre Hautläsionen auf (Lepra indeterminata), 
die zu 75 % spontan ausheilen. Bei ausbleibender Spontanheilung können sich je nach 
individueller Immunantwort auf M. leprae zwei Krankheitsmanifestationen entwickeln. 
Vorhandene zelluläre Immunantwort führt zur tuberkuloiden Lepra mit wenigen, 
asymmetrisch angeordneten, scharf begrenzten Hautläsionen und geringer Bakterienzahl. Eine 
fehlende zelluläre Immunantwort führt zur lepromatösen Lepra mit diffusen, unscharf 
abgegrenzten und infiltrativen Hautläsionen und hoher Bakterienzahl. Zwischen diesen beiden 
Krankheitsmanifestationen existieren aber auch Übergangsformen. Bei einem Drittel der 
Patienten treten sogenannte Leprareaktionen auf, episodische immunologisch vermittelte 
Entzündungsreaktionen, die medizinische Notfälle darstellen. Unbehandelt führt Lepra zu 
ausgeprägter Vaskulitis, Ulzerationen, Nekrosen und schließlich Verstümmelung und 
Behinderung. Die Letalität ist gering. 
 
Eine Besonderheit von M. leprae im Gegensatz zu Mtb-Komplex und NTM ist, dass die 
Anzucht in vitro nicht möglich ist. Die Diagnosestellung erfolgt klinisch. Der 
Erregernachweis kann durch sogenannte „skin smears“ erfolgen, bei denen mikroskopisch 
säurefeste Stäbchen in Lymphflüssigkeit, gewonnen durch Anritzen von Hautläsionen, 
nachgewiesen werden. Da diese aber in 70 % der Fälle negativ ausfallen, ist die histologische 
Untersuchung oder der Nachweis spezifischer DNA mittels PCR in Hautbiopsien günstiger. 
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Der Nachweis von M. leprae ist in Deutschland gemäß IfSG § 6 und § 7 namentlich 
meldepflichtig, nicht jedoch Verdacht, Erkrankung oder Tod an Lepra. 
 
Lepra ist heilbar. Die Therapie ist standardisiert, wird in endemischen Ländern seit 1995 
kostenlos von der WHO bereitgestellt und umfasst die Kombination mindestens zweier 
Antibiotika (multidrug therapy MDT). Eine Erkrankung mit negativen „skin smears“ und 
weniger als sechs Hautläsionen (paucibacilläre Lepra) wird über sechs Monate mit Rifampicin 
(RMP) und Dapson behandelt. Alle anderen Erkrankungsformen werden als multibacilläre 
Lepra zusammengefasst und mit Dapson, RMP und Clofacimin über 12 Monate behandelt, für 
Deutschland wird eine Therapiedauer von 24 Monaten empfohlen. 
 
Nicht-tuberkulöse Mykobakterien (NTM) wurden früher auch als „ubiquitäre“, saprophytäre 
oder atypische Mykobakterien bzw. im anglo-amerikanischen Sprachraum als MOTT 
(mycobacteria other than tubercle bacilli) bezeichnet. Sie sind in der Umwelt weit verbreitet 
und kommen in Boden, Wasser, Aerosolen, Staub sowie als nicht-pathogene Schleimhaut-
Kommensalen bei Mensch und Tier vor. Aktuell werden mehr als 150 verschiedene Spezies 
aufgeführt, wobei nur circa 40 als Krankheitserreger beschrieben werden (Schönfeld et al. 
2013; bacterio.net 2015). Die Infektion erfolgt primär aus der Umwelt, die Übertragung von 
Mensch zu Mensch ist extrem selten. Erkrankungen durch NTM nennt man Mykobakteriosen, 
auf die in Kapitel 2.3 näher eingegangen wird. 
 
Eine Meldepflicht beim Menschen für Erkrankungen an Mykobakteriosen oder 
Erregernachweis besteht in Deutschland nach dem IfSG nicht. In der Veterinärmedizin sind 
Paratuberkulose (M. avium ssp. paratuberculosis) und Geflügeltuberkulose (M. avium ssp. 
avium) melde- bzw. anzeigepflichtig (Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft 
2015). 
 
Die Einteilung der NTM kann nach verschiedenen Gesichtspunkten erfolgen. Die historische 
Unterteilung in vier sogenannte Runyon-Gruppen nach Wachstumsgeschwindigkeit und 
Pigmentierung spielt heutzutage keine Rolle mehr, da NTM inzwischen mittels 
molekularbiologischer Methoden schnell erkannt und differenziert werden können. In den 
aktuellen mikrobiologisch-infektiologischen Qualitätsstandards (Richter et al. 2010) werden 
die NTM nach Pathogenität, Häufigkeit des Vorkommens und Wachstumsgeschwindigkeit 
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eingeteilt. Andere Gliederungsmöglichkeiten bestehen z. B. nach klinischer Manifestation 
(pulmonal vs. extrapulmonal, lokal vs. disseminiert) oder Therapierbarkeit. 
 
In der Diagnostik ist primär die rasche Unterscheidung zwischen Mtb und NTM relevant. Für 
den Erregernachweis mittels Färbung, Mikroskopie und Kultur kommen dieselben Methoden 
wie für Mtb zur Anwendung, wobei mikroskopisch nicht zwischen Mtb und NTM 
unterschieden werden kann. Referenzstandard ist die kulturelle Anzucht. Die Differenzierung 
der NTM-Spezies erfolgt mit molekularbiologischen Methoden wie Gensonden, 
Streifenhybridisierungstests oder Sequenzierung spezifischer Gene oder Genabschnitte. Für 
die Empfindlichkeitstestung der NTM existieren in Deutschland bisher keine 
Standardverfahren. Zudem ist die Korrelation zwischen in-vitro-Resistenztestung und 
Therapierfolg häufig unsicher (Schönfeld et al. 2013). 
 
2.2 Tuberkulose 
2.2.1 Bedeutung und Epidemiologie der Tuberkulose 
 
Als Tuberkulose (Tb) bezeichnet man durch Erreger des Mtb-Komplexes hervorgerufene 
Krankheiten. Es ist die weltweit am häufigsten zum Tode führende behandelbare bakterielle 
Infektionskrankheit und gehört neben HIV/AIDS und Malaria zu den häufigsten Infektions-
krankheiten (RKI 2013a). Problematisch sind das zunehmende Auftreten resistenter Mtb-
Stämme und die Koinfektion mit HIV. 
 
Ein Drittel der Weltbevölkerung ist mit Tb infiziert. 2013 wurden circa neun Mio. 
Neuerkrankungen weltweit registriert, wovon 1,1 Mio. (13 %) gleichzeitig mit HIV infiziert 
waren. 1,5 Mio. Menschen verstarben an Tb. Afrika ist mit der höchsten Zahl an 
Erkrankungen und Todesfällen pro Kopf sowie 41 % HIV-Koinfektionen besonders betroffen. 
In Europa beträgt die Rate an HIV-Koinfektionen 6 %. 56 % aller Neuerkrankungen an Tb 
betrafen Südostasien und den Westpazifik, 25 % Afrika (WHO 2014a). Einen Überblick zu 
Inzidenz, Prävalenz und Mortalität gibt Tab. 1. 
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Tab. 1: Inzidenz, Prävalenz und Mortalität der Tuberkulose in 








Weltweit 126 159 16 
Europa 39 51 4,1 
Deutschland 5,8 (WHO) 
5,3 (RKI) 
7,5 0,36 (WHO) 
0,2 (RKI) 
Sachsen 3,3   
Stadt Leipzig 6,8   
 1
pro 100.000 Einwohner 
 
In Deutschland wurden 2013 insgesamt 4318 Tb-Neuerkrankungen registriert. Nach 
langjährig rückläufigen Zahlen wurde nun ein Plateau erreicht. Über die Hälfte der Erkrankten 
ist im Ausland geboren, am häufigsten in der Türkei oder Staaten der ehemaligen 
Sowjetunion. Die Inzidenz unter ausländischen Staatsbürgern war über neunmal höher als 
unter der deutschen Bevölkerung. Eine Häufung wurde vor allem bei Kindern und jungen 
Erwachsenen beobachtet. Männer waren häufiger betroffen als Frauen. In 76,9 % (3298 Fälle) 
handelte es sich um Lungentuberkulose, in 23,1 % (989 Fälle) um extrapulmonale, 
überwiegend Lymphknoten-Tb. 146 Patienten starben in Deutschland an Tb, was einer 
Mortalität von 0,2 pro 100.000 Einwohnern entspricht. In Sachsen erkrankten 2013 insgesamt 
136 Personen an Tb, davon 36 in der Stadt und 8 im Landkreis Leipzig (RKI 2014). 
 
Daten zur Koinfektion mit HIV liegen für Deutschland nicht vor bzw. können nur geschätzt 
werden. Ursache ist die datenschutzrechtliche strikte Trennung der Übermittlungs- und 
Meldewege von HIV und Tb. Im Zeitraum 2002 - 2009 wurde die HIV-Prävalenz unter Tb-
Patienten mit 4,5 % geschätzt (RKI 2013b). 
 
Die WHO erklärte die Tb 1993 zum globalen Notfall im öffentlichen Gesundheitswesen und 
entwickelte die DOTS-Strategie („directly observed treatment short-course“, direkt 
überwachte Kurzzeittherapie) mit folgenden Inhalten: 
 
1. Politisches Engagement mit wachsender und dauerhafter Finanzierung 
2. Fallnachweis durch qualitätsgesicherte Bakteriologie 
3. Standardisierte Therapie mit Supervision und Unterstützung der Patienten 
4. Effektives System von Medikamentenversorgung und Management 
5. Monitoring, Evaluierungssysteme und Impact-Messung 
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Auf den Erfolg von DOTS baut seit 2006 das 6-Punkte-Programm der „Stop TB 
Strategy“ auf, welches zum Ziel hat, die globale Belastung durch Tb drastisch zu senken, 
indem allen Tb-Patienten, einschließlich HIV-Koinfizierten oder an resistenter Tb Erkrankten, 
Zugang zu hoch qualifizierter Diagnostik und Therapie ermöglicht wird. So konnte das 
Millennium-Entwicklungsziel („millenium development goal“) für 2015 global erreicht 
werden: Die Neuerkrankungsrate der Tb zu senken. Zwischen 2000 und 2013 sank die Tb-
Inzidenz weltweit jährlich um 1,5 %. Zwischen 1990 und 2013 konnte die globale Mortalität 
insgesamt um 45 % und die Prävalenz um 41 % reduziert werden (WHO 2014a). 
 
2.2.2 Resistenzsituation von M. tuberculosis 
 
Eine Tb mit resistenten Erregern kann zum einen primär durch Infektion mit einem resistenten 
Mtb-Stamm entstehen, zum anderen sekundär bzw. erworben, wenn unter der Therapie (z. B. 
bei inadäquater oder inkompletter Behandlung) resistente Erreger herausselektiert werden 
(WHO 2014b).  
 
Es werden verschiedene Resistenzformen definiert. Zu unterscheiden sind Einfach- und 
Mehrfachresistenzen gegenüber Erstrang-Antituberkulotika, die MDR-Tb (Tuberkulose mit 
einem MDR-Stamm: multiresistenter Erreger mit gleichzeitiger Resistenz gegenüber 
mindestens Isoniazid (INH) und Rifampicin (RMP)) sowie die XDR-Tb (Tuberkulose mit 
einem XDR-Stamm: extensiv resistenter Erreger, bei dem zusätzlich zur MDR eine Resistenz 
gegenüber einem Fluorchinolon und mindestens einem der folgenden injizierbaren 
antituberkulotisch wirksamen Medikamente Amikacin, Kanamycin und Capreomycin besteht) 
(Schaberg et al. 2012). 
 
Weltweit gab es 2013 geschätzt 480.000 Fälle von MDR-Tb. Die MDR-Resistenzrate unter 
neuerkrankten Patienten betrug ca. 3,5 %, unter Tb-vorbehandelten 20,5 %. Dabei trat über 
die Hälfte der MDR-Fälle allein in Indien, China und den Staaten der ehemaligen 
Sowjetunion auf. XDR-Tb wurde weltweit in 100 Ländern bei 9 % der MDR-Tuberkulosen 
festgestellt, am häufigsten in Litauen mit 24,8 % XDR- unter MDR-Tb, ebenfalls mit einem 
Anteil über 20 % in Georgien, Kasachstan, Lettland und Tadschikistan. 97.000 Patienten, 
damit dreimal mehr als 2009, starteten 2013 eine MDR-Tb-Therapie. Dennoch stehen 39.000 
Patienten weltweit auf Wartelisten, denn die Lücke zwischen Diagnostik und Behandlung 
klafft in einigen Ländern immer weiter auseinander. Die Erfolgsrate für Patienten, die 2011 
eine MDR-Tb-Therapie begannen, betrug weltweit 48 % (WHO 2014a,b,c). 
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Die MDR-Tb-Rate in Deutschland betrug 2013 3,4 % (102 Patienten) und ist damit im 
Vergleich zu 2012 mit 2,1 % (64 Patienten) stark angestiegen. Von diesen Patienten wurden 
18,2 % in der ehemaligen Sowjetunion geboren und 0,7 % in Deutschland. Die MDR-Tb-Rate 
unter neuerkrankten Patienten betrug 2,3 %, unter Tb-vorbehandelten 21 %. Es wurden 3 
Fälle einer XDR-Tb erfasst (RKI 2014). 
 
2013 wurden weltweit nur 8,5 % aller neuen und 17 % aller vorbehandelten Tb-Fälle auf 
Resistenzen gegenüber Erstrang-Antituberkulotika getestet, in Europa 82 % bzw. 41 %, in 
Südostasien 1,2 % bzw. 5,8 % und in Afrika < 1 % bzw. 7,1 % (WHO 2014a). 
 
2.2.3 Übersicht zu Pathomechanismus, Diagnostik und Prophylaxe   
 
Tuberkulose ist eine chronische in Zyklen verlaufende Infektionskrankheit, die durch Bildung 
von Granulomen und Kavernen gekennzeichnet ist. Die Pathogenität beruht auf der Induktion 
einer zellvermittelten Immunantwort und ist abhängig vom Immunstatus des Infizierten. 
Prinzipiell kann jedes Organ befallen sein. In Deutschland wurden 2013 76,9 % (3298 Fälle) 
Lungen-Tb diagnostiziert und 23,1 % extrapulmonale Verläufe, wovon wiederum über die 
Hälfte Lymphknoten betraf (RKI 2014). Nur 5 - 10 % der immunkompetenten Infizierten 
erkranken, davon die Hälfte innerhalb der ersten 2 - 3 Jahre. Die Inkubationszeit beträgt im 
Mittel 6 - 8 Wochen (RKI 2013a). 
 
Die Infektion erfolgt fast immer aerogen durch Inhalieren feinster erregerhaltiger Tröpfchen. 
Da Mykobakterien nach Aufnahme in Makrophagen nicht abgetötet werden (fakultativ 
intrazelluläres Wachstum), kommt es zum Befall hilärer Lymphknoten und anderer Organe 
und zur Aktivierung von T-Zellen innerhalb von 2 - 6 Wochen. Es bilden sich zentral 
nekrotische („verkäsende“) epitheloidzellige Granulome. Als Primärkomplex wird dabei der 
primäre Infektionsherd mit zugehörigem Lymphknoten bezeichnet, der röntgenologisch 
sichtbar sein kann. Gelingt dem Organismus die Bekämpfung bzw. Abkapselung der Tb-
Erreger, spricht man von einer latenten tuberkulösen Infektion. Diese kann noch Jahrzehnte 
später reaktiviert werden und wird dann als postprimäre Tb bezeichnet. Gelingt die 
Bekämpfung bzw. Abkapselung der Erreger nicht, kommt es zur akuten Erkrankung, die als 
Primär-Tb bezeichnet wird und durch Husten, Hämoptysen und uncharakteristische 
Allgemeinsymptome ähnlich denen eines grippalen Infektes gekennzeichnet ist (Starzacher et 
al. 2014). 
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Prädisponierend für die Ausbildung einer Postprimär-Tb bzw. eines progressiven Verlaufs der  
Primär-Tb ist in erster Linie eine Immunschwäche, z. B. durch HIV/AIDS, 
Tumorerkrankungen, Mangelernährung, immunsuppressive Therapie, Diabetes mellitus, 
Alkohol- und Drogensucht. Durch hämatogene und lymphogene Streuung der Bakterien 
können postprimär verschiedene Organsysteme wie Urogenitaltrakt, Knochen oder Haut 
betroffen sein. Einen Sonderfall der Primär-Tb durch generalisierte Streuung stellt die Miliar-
Tb dar, ein schwer verlaufendes Krankheitsbild. Bei kleinen Kindern ist die primäre 
tuberkulöse Meningitis gefürchtet (RKI 2013a). 
 
Die häufige Koinfektion von Tb und HIV/AIDS erklärt sich aus dem Eingreifen des HIV in 
das zelluläre und humorale Immunsystem. Das Virus infiziert vorzugsweise CD4-T-
Helferzellen und zerstört diese (Udoh 2009). Dadurch ist eine adäquate Reaktion des 
Organismus auf andere Erreger, wie z. B. Tb, nicht mehr möglich. Das Risiko an Tb zu 
erkranken, ist in jedem Stadium der HIV-Infektion erhöht, unabhängig von der CD4-Zellzahl. 
Bei Patienten mit über 200 - 350 CD4-Zellen/µl tritt häufig das klassische Bild einer 
pulmonalen Tb auf, während sich mit sinkender CD4-Zallzahl eher ein atypisches 
disseminiertes Krankheitsbild bietet (Lüthi und Diacon 2011). Jedem Patienten mit Tb sollte 
ein HIV-Test empfohlen werden. 
 
Die Tuberkulose kann nach verschiedenen Kriterien eingeteilt werden. Nach der Aktivität 
unterscheidet man latente Infektionen von der aktiven Erkrankung (primär oder postprimär, 
s. o.). Nach der Manifestation wird in pulmonal, extrapulmonal oder disseminiert unterteilt. 
Bei der pulmonalen Tb unterscheidet man die offene, d. h. infektiöse Form, bei der säurefeste 
Stäbchen in Sputum, Bronchialsekret oder Magensaft mikroskopisch (hochinfektiös), kulturell 
oder molekularbiologisch nachgewiesen wurden, von der nicht infektiösen. Eine weitere 
Unterteilungsmöglichkeit ist die nach Resistenzen des Erregers (Starzacher et al. 2014). 
 
Die Diagnostik der Tb erfolgt klinisch, mikrobiologisch und immunologisch. Tuberkulin-
Hauttest und Interferon-Gamma-Test können eine latente tuberkulöse Infektion nachweisen. 
Der Tuberkulin-Hauttest mittels Mendel-Mantoux-Methode misst die T-Zell-vermittelte 
Reaktion auf Tuberkulin. Da er nach BCG-Impfung und bei Infektion mit NTM falsch positiv 
ausfallen kann, wird die primäre Anwendung nur noch für Kinder unter fünf Jahre empfohlen. 
Seit 2005 stehen Interferon-Gamma-Tests zur Verfügung, die in vitro die Freisetzung von 
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Interferon Gamma aus durch Mtb-Infektion sensibilisierten T-Zellen messen, nachdem ein 
Mtb-spezifisches Antigen zugegeben wurde (RKI 2013a; Starzacher et al. 2014). 
 
Der Erregernachweis erfolgt aus Sputum, Bronchialsekret, bronchoalveolärer Lavage, 
aspiriertem Magensaft (insbesondere bei Kindern) oder aus extrapulmonalen Geweben. 
Zunächst erfolgt nach Anfärbung des Materials die mikroskopische Untersuchung auf 




 Bakterien/ml. Zur raschen 
Unterscheidung zwischen Mtb und NTM, bei negativem mikroskopischen Befund oder 
schwer zu gewinnenden Untersuchungsmaterialien werden molekulargenetische Test-
verfahren eingesetzt, die auch eine schnelle Aussage zu INH- oder RMP-Resistenzen 
ermöglichen. Goldstandard ist weiterhin der kulturelle Nachweis. In Deutschland sollten für 
alle neu entdeckten Tb-Fälle Empfindlichkeitstestungen durchgeführt werden (Richter et al. 
2010; RKI 2013a). 
 
Eine Prophylaxe der Tb durch BCG-Impfung wird von der WHO bei Populationen mit einem 
Infektionsrisiko unter 0,1 % nicht mehr generell empfohlen und erfolgt deshalb in 
Deutschland seit 1998 nicht mehr. Eine präventive Therapie ist bei Vorliegen einer latent 
tuberkulösen Infektion bei bestimmten Personen sinnvoll, um das Fortschreiten bzw. die 
Reaktivierung in eine aktive Tb zu verhindern. Hierzu zählen Patienten vor Beginn einer 
immunsuppressiven Therapie, mit schweren Grunderkrankungen wie HIV/AIDS, bei i. v.- 
Drogenabusus oder infizierte aber noch nicht erkrankte Tb-Kontaktpersonen (bei Kindern 
unter fünf Jahren immer nach Kontakt). Die präventive Therapie erfolgt in der Regel mit INH 
einmal täglich für 9 Monate, alternativ INH + RMP für 3 - 4 Monate oder RMP für 4 Monate. 
Weitere wichtige präventive Maßnahmen sind die Isolierung infektiöser Patienten und 
Umgebungsuntersuchung von Kontaktpersonen, um Erkrankte schnell zu entdecken (RKI 
2013a; Schaberg et al. 2012). 
 
2.2.4 Therapieschemen der Tuberkulose* 
 
Die Behandlung der Tuberkulose erfolgt immer als Kombinationstherapie, um 
Resistenzentstehung zu vermeiden und auf möglichst viele der in den tuberkuloiden Läsionen 
in unterschiedlicher Stoffwechselaktivität vorkommenden Mtb zu wirken. Unterschieden 
werden Erstrang-Medikamente, die sich durch hohe Wirksamkeit, gute Verträglichkeit und 
                                                          
*
 nach: Schaberg et al. 2012 sowie WHO 2014b 
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eindeutige Studiendaten auszeichnen, und Zweitrang-Medikamente, auf die nicht alle dieser 
Kriterien zutreffen. Nach neuer Einteilung der WHO entsprechen Erstrangmedikamente der 
Gruppe 1, Zweitrangmedikamente der Gruppe 2 - 4. Eine Übersicht bietet Tab. 2.  
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Die Behandlung dauert mindestens sechs Monate und beginnt mit der Initialphase mit dem 
Ziel der raschen Senkung der Erregerzahl und damit Reduktion der Ansteckungsfähigkeit, 
gefolgt von der Kontinuitäts- oder Stabilisierungsphase mit dem Ziel der Ausheilung der 
Erkrankung und Elimination der Erreger. Pulmonale und extrapulmonale Manifestationen 
werden grundsätzlich gleich behandelt, wobei bei extrapulmonaler Tb zusätzlich chirurgische 
Interventionen (bei Knochen- und Gelenk-Tb), der Einsatz von Steroiden (Befall von ZNS, 
Perikard) oder eine verlängerte Therapiedauer (z. B. 12 Monate bei ZNS-Befall) notwendig 
sind. 
 
Die Standardtherapie beinhaltet zwei Monate Initialtherapie mit einer Kombination von INH, 
RMP, Pyrazinamid (PZA) und Ethambutol (EMB), gefolgt von vier Monaten 
Stabilisierungstherapie mit INH + RMP. Können wegen Medikamenten-Unverträglichkeit 
oder Resistenzen nicht die vier Standardsubstanzen zur Initialtherapie eingesetzt werden, 
verlängert sich die Therapiedauer auf mindestens neun Monate, ebenso bei ausgedehntem 
kavernösen Lungenbefall, mikroskopischem Bakteriennachweis zwei Monate nach Therapie-
beginn und Infektion durch M. bovis, welches eine natürliche Resistenz gegen PZA aufweist. 
Für die Empfehlungen zur Therapie resistenter Tb oder bei Medikamenten-Unverträglichkeit 
gibt es nur wenig gesicherte Evidenz. Die deutschen Richtlinien (Schaberg et al. 2012) 
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orientieren sich an den internationalen Empfehlungen. Es existieren verschiedene 
Therapieschemata, je nach vorliegendem Resistenzmuster (Mono- oder Mehrfachresistenz) 
oder der jeweiligen Medikamenten-Unverträglichkeit. In den meisten Fällen verlängert sich 
die Therapiedauer. Liegt das Ergebnis der Resistenztestung (noch) nicht vor, sollte empirisch 
wie folgt behandelt werden: Nach Therapieabbruch oder bei einem Rezidiv für zwei Monate 
mit den vier Erstrang-Antituberkulotika plus Streptomycin (SM), einen weiteren Monat ohne 
SM, gefolgt von fünf Monaten INH + RMP + EMB; Therapieversager sollten aufgrund der 
hohen Wahrscheinlichkeit multipler Resistenzen wie MDR-Tb behandelt werden. Bei 
Vorliegen von MDR-Tb wird immer der Einsatz von PZA in Kombination mit vier weiteren 
Zweitrang-Medikamenten empfohlen, darunter ein Fluorchinolon, Protionamid (PTH) (oder 
Ethionamid [ETH]), Terizidon (oder Cycloserin) und ein injizierbares Medikament der 
Gruppe 2 außer SM, da die meisten MDR-Stämme gegen diesen Wirkstoff resistent sind. Die 
von der WHO empfohlenen Substanzen ETH und Cycloserin sind in Deutschland nicht 
erhältlich. Die Therapie sollte mindestens 20 Monate, allein die Initialphase mit dem 
injizierbaren Medikament acht Monate dauern.  
 
Seit März bzw. April 2014 sind in der EU Bedaquilin (Sirturo®, Janssen-Cilag) und 
Delamanid (Deltyba®, Otsuka) als neue Tuberkulostatika in der Kombinationstherapie bei 
pulmonaler MDR-Tb zugelassen (EMA 2015a; b). Weitere neue Medikamente sind z. B. 
Pretomanid (aktuell Phase III-Studien) oder das LIZ-Analogon Sutezolid (Schaberg et al. 
2015). 
 
Für die Behandlung von XDR-Tb gibt es kaum Daten, die grundlegenden Empfehlungen sind 
wie bei MDR-Tb. Untersuchungen zeigten aber, dass der Behandlungserfolg am höchsten ist, 
wenn initial mindestens sechs Medikamente und in der Stabilisierungsphase vier 





Mykobakteriosen bezeichnen alle mykobakteriellen Erkrankungen, die durch nicht-
tuberkulöse Mykobakterien und damit nicht durch Erreger des Mtb-Komplexes oder 
M  leprae verursacht werden. 
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Die Symptomatik ist variabel, die Erkrankungen verlaufen meist langsam progredient. Zu 
unterscheiden sind Infektionen einzelner Organsysteme und disseminierte Verläufe bei 
Immunsuppression. Am häufigsten ist der pulmonale Befall mit einem Tb-ähnlichen 
Krankheitsbild mit Husten, Auswurf, Dyspnoe, Gewichtsverlust und Verschlechterung des 
Allgemeinzustandes. Prädisponierend für die Kolonisation und damit Infektion mit NTM sind 
vorbestehende Lungenerkrankungen wie z. B. COPD, Zystische Fibrose (CF), 
Pneumokoniosen oder Bronchiektasien, aber auch Thoraxdeformierungen wie bei Skoliose 
oder Morbus Bechterew. Bei Kindern sind Lymphadenitiden, meist zervikal oder inguinal, 
typische Erkrankungen durch NTM. Direkte Erreger-Inokulationen verursachen  
granulomatöse Haut- und Weichteilinfektionen mit Lymphangitis. Während die oben 
genannten lokalen Infektionen bis Mitte der 80er Jahre überwogen, erlangten danach 
disseminierte Infektionen bei Immunsuppression (HIV/AIDS, Patienten mit Karzinomen, 
malignen Lymphomen oder nach Organtransplantation) an Bedeutung, oft ausgehend vom 
Respirations- oder Gastrointestinaltrakt (Schönfeld et al. 2013). 
 
Die Diagnosestellung ist unter Umständen schwierig, da zwischen Kolonisation, 
Kontamination und Infektion unterschieden werden muss. Von der American Thoracic 
Society (ATS) und der Infectious Diseases Society of America (IDSA) wurden 2007 Kriterien 
zur Diagnosestellung festgelegt, die auch in Deutschland Anwendung finden (Schönfeld et al. 
2013). Zur Diagnosestellung sind ein passendes klinisches und röntgenologisches Bild sowie 
der mikrobiologische Erregernachweis (bei pulmonalen Mykobakteriosen in Sputum oder 
Bronchiallavage, aber auch Gewebebiopsien) erforderlich. Dabei sollten andere 
Krankheitsursachen oder eine Kontamination ausgeschlossen sein. 
 
In den letzten Jahren nahm die Prävalenz der Mykobakteriosen weltweit zu, z. B. in den USA 
von 5,5 pro 100.000 Einwohnern 1997 auf 8,6 im Jahr 2003 (Schönfeld et al. 2013), in den 
gleichen Jahren in Kanada von 9,1 auf 14,1 (Weiss u. Glassroth 2012). Für Europa wird die 
Inzidenz mit 0,12 - 0,4/100.000 Einwohnern geschätzt (Kroegel 2013). Damit handelt es sich 
um seltene Infektionserkrankungen. Epidemiologische Daten sind schwer zu erhalten, da 
Infektionen mit NTM in Deutschland und vielen anderen Ländern nicht meldepflichtig sind. 
Eine repräsentative Analyse der Krankenhausaufnahmen mit pulmonalen Infektionen durch 
NTM 2005 - 2011 in Deutschland zeigte ebenfalls eine stetig steigende Prävalenz (insgesamt 
5959 Fälle aus über 125 Millionen Krankenhausaufnahmen), mit der COPD als häufigste 
assoziierte Diagnose (Ringshausen et al. 2014). Bei der Beurteilung der Häufigkeit von NTM 
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muss allerdings auch daran gedacht werden, dass mit den modernen Methoden NTM leichter 
nachgewiesen und auch neue Patientengruppen systemisch auf Mykobakteriosen untersucht 
werden, z. B. CF-Patienten. Tab. 3 zeigt die Anzahl der Erstisolate von Mykobakterien der 
vergangenen 10 Jahre im Institut für Medizinische Mikrobiologie und Infektions-
epidemiologie Leipzig. 
 
Tab. 3: Häufigkeit der Nachweise von Mykobakterien (nur Erstisolate) 






Anzahl der Nachweise 
M. gordonae 289 
Mtb-Komplex (darunter 6 M. bovis,  
1 M. africanum)  
178 
M. avium 51 
M. intracellulare 50 
M. kansasii 20 
M. abscessus 11 
M. fortuitum 10 
M. malmoense 9 
M. marinum 8 
M. chelonae 5 
M. xenopi 5 
M. peregrinum 2 
M. scrofulaceum 2 
M. simiae 2 
M. alvei 1 
M. celatum 1 
M. flavescens 1 
M. gastri 1 
M. gilvum 1 
M. shimoidei 1 
M. szulgai 1 
 
Nicht überraschend ist der häufige Nachweis von M. gordonae, denn es handelt sich um eine 
leicht nachzuweisende Mykobakterienspezies, die ubiquitär vorkommt (z. B. in 
Leitungswasser) und weltweit sehr selten als Erreger einer Mykobakteriose verantwortlich 
gemacht wurde (Schönfeld et al. 2013). 
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Von besonderem Interesse sind die häufigen Nachweise von Erregern des M. avium- 
Komplexes (MAC), zu denen M. avium und M. intracellulare zusammengefasst werden, da 
sie früher biochemisch und morphologisch nur sehr aufwendig unterscheidbar waren und 
bisher das klinische Management gleich war. Neue Untersuchungen zeigen aber große 
genetische Unterschiede dieser beiden Spezies, wobei der Einfluss auf Krankheitsverlauf oder 
Infektiosität noch weitgehend ungeklärt ist. Es fiel auf, dass Patienten mit M. intracellulare 
schwerer pulmonal erkrankten und schlechter auf eine Therapie ansprachen als Patienten mit 
M. avium. Die Unterscheidung der Erreger wird heutzutage durch Gensonden erleichtert 
(Schönfeld et al. 2013). 
 
M. avium umfasst vier Subspezies: M. avium ssp. hominissuis wurde bei Menschen und 
Schweinen nachgewiesen, M. avium ssp. avium typischerweise bei Vögeln als Erreger der 
Geflügeltuberkulose und M. avium ssp. silvaticum vorwiegend bei Ringeltauben. In der 
Landwirtschaft von Bedeutung und meldepflichtig ist M. avium ssp. paratuberculosis als 
Erreger der Paratuberkulose (Johne`s Disease). Es verursacht chronische entzündliche 
Darmerkrankungen bei Wiederkäuern und führt zu wirtschaftlichen Verlusten bei 
Milchviehbeständen. Seine Bedeutung in der Pathogenese des Morbus Crohn beim Menschen 
wird aktuell diskutiert (Schönfeld et al. 2013; Friedrich Löffler Institut 2015). 
 
Bei immunkompetenten Erwachsenen manifestieren sich MAC-Infektionen häufig als 
pulmonale Erkrankung. Radiologisch lassen sich die Tb-ähnliche fibrokavernöse und die 
nodulär/bronchiektatische Form unterscheiden, Überlappungen sind möglich. Die Therapie 
dauert im Mittel 18 Monate und umfasst die Kombination eines Makrolids (CLR oder 
Azithromycin) mit EMB und RMP oder Rifabutin. Die disseminierte Verlaufsform kommt 
fast ausschließlich bei immunsupprimierten Patienten vor und manifestiert sich vorwiegend 
gastrointestinal. Bei HIV-Infektion mit schwerer Immundefizienz (CD4-Zellzahl < 50/µl) 
gelten MAC-Infektionen als AIDS-definierende Erkrankungen. Dabei ist in 95 % M. avium 
verantwortlicher Erreger. Der Erregernachweis gelingt häufig in Blutkulturen. Die 
Behandlung besteht aus Makrolid plus EMB, bei ausgedehnter Erkrankung zusätzlich 
Rifabutin, neben der antiretroviralen Therapie (Kasperbauer u. Daley 2008; Schönfeld et al. 
2013). Bei Kindern, vorwiegend Kleinkinder unter fünf Jahre, führen MAC-Infektionen meist 
zu zervikaler Lymphadenitis, die hauptsächlich chirurgisch durch Lymphknoten-Exzision 
behandelt wird. 
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M. kansasii wurde regelmäßig als Verursacher pulmonaler Erkrankungen identifiziert, die 
ähnlich der Tuberkulose verlaufen. Beschrieben sind auch lokale Erkrankungen der Haut- und 
Weichteile. Bei AIDS-Patienten stehen M. kansasii-Infektionen nach MAC-Infektionen an 
zweithäufigster Stelle der nichttuberkulösen opportunistischen Erkrankungen. Die Inzidenz 
weist große regionale Unterschiede auf. Hohe Inzidenzen treten in England und Wales, in 
Bergbaugebieten Kontinentaleuropas, im Südwesten und mittleren Süden der USA und bei 
südafrikanischen Minenarbeitern auf (Koirala 2015). Die Therapie ist in der Regel eine 
Dreifachkombination von INH, RMP und EMB bis 12 Monate nach Sputumkonversion 
(Schönfeld et al. 2013). 
 
M. abscessus wurde meist im Sputum von Patienten mit CF nachgewiesen, was den in der 
Literatur beschriebenen Beobachtungen entspricht. Allerdings konnte ein Krankheitswert der 
M. abscessus-Befunde bei den am Institut untersuchten CF-Patienten nicht beobachtet werden 
(Beer et al. 2005). Die Prävalenz bei CF-Patienten beträgt in Europa 13 %, in den USA 16 % 
und ist steigend (Harris u. Kenna 2014). Weil mit M. abscessus infizierte CF-Patienten ein 
schlechteres Outcome nach Lungentransplantation aufweisen, ist eine Kolonisation mit 
M. abscessus eine relative Kontraindikation der Lungentransplantation (Gilljam et al. 2010). 
M. abscessus wurde erstmals 1992 als eigene Spezies beschrieben und die routinemäßige 
Differenzierung zwischen M. abscessus und M. chelonae erfolgte erst in den letzten Jahren 
durch den Einsatz kommerziell verfügbarer molekularbiologischer Schnelltests, z. B. von 
HAIN. Diese Tests unterscheiden nicht immer sicher zwischen M. abscessus und M. chelonae 
(Harris u. Kenna 2014). Da vier der fünf M. chelonae-Nachweise im Institut bei CF-Patienten 
erhoben worden, ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich in Wirklichkeit um M. abscessus 
handelt. Ein M. chelonae-Nachweis stammt aber aus einem Finger-Granulom. Die Therapie 
ist schwierig, da M. abscessus gegen klassische Antibiotika wie RMP und EMB resistent ist. 
Kombiniert wird ein Makrolid oral (CLR oder Azithromycin) mit Amikacin plus Cefoxitin 
oder Imipenem parenteral über 2 - 4 Monate, gefolgt von 6 - 12 Monaten oraler Therapie mit 
als sensibel getesteten Medikamenten (Schönfeld et al. 2013). 
 
Die klinische Bedeutung unserer M. fortuitum-Befunde ist nicht geklärt. Pulmonale 
Infektionen sind sehr selten und dann meist assoziiert mit gastroösophagealen 
Funktionsstörungen, in Einzelfällen wurden postoperative Wundinfektionen beschrieben 
(Brown-Elliot et al. 2012; Schönfeld et al. 2013). 
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M. malmoense wurde aus respiratorischen Materialien nachgewiesen. Dieser Erreger kommt 
häufig in Nordeuropa, Japan und Zaire vor und kann pulmonale Infektionen oder z. B. 
Lymphadenitis bei Kindern verursachen (Brown-Elliot et al. 2012). 
 
M. marinum ist Erreger des sogenannten Schwimmbadgranuloms, einzelner papulonodulärer 
oder ulzerierter granulomatöser Läsionen meist an Hand oder Unterarm, und wird aus diesen 
Hautläsionen oder befallenen Lymphknoten isoliert. Wegweisend ist anamnestisch der 
Kontakt zu Aquarien, Fischzuchtanlagen etc. Die Therapie erfolgt mit einer Kombination von 
CLR, RMP und ggf. EMB sowie bei tiefergehenden Haut- und Weichteilinfektionen 
zusätzlichem chirurgischem Debridement (Nenoff et al. 2011; Schönfeld et al. 2013) 
Genetisch eng mit M. marinum verwandt ist M. ulcerans, der Erreger des Buruli-Ulkus in 
tropischen Ländern, v. a. Afrika. 
 
Die klinische Bedeutung unserer M. xenopi-Befunde konnte nicht geklärt werden. In den 
meisten Fällen besteht keine klinische Relevanz. Ein Nachweis erfolgte aber in einem 
Perikard-Punktat. Besonderheit dieses Erregers ist die Bevorzugung höherer Temperaturen 
von 42-45 °C. M. xenopi kann pulmonale Erkrankungen verursachen und ist z. B. in Kanada 
und Großbritannien nach MAC der zweithäufigste Erreger von pulmonalen Mykobakteriosen 
(Brown-Elliot et al. 2012). 
 
2.4 Methoden der Empfindlichkeitstestung 
2.4.1 Übersicht 
 
In Deutschland sollte beim Nachweis von Tuberkulosebakterien von jedem Erstisolat eine 
Empfindlichkeitsprüfung durchgeführt werden. Ziel ist die Erfassung von 
Medikamentenresistenzen und die dementsprechende Therapieanpassung. Werden zwei 
Monate nach Therapiebeginn noch Tb-Erreger angezüchtet, sollte die Empfindlichkeitstestung 
wiederholt werden (Richter et al. 2010; RKI 2013a). 
 
Liegt Resistenz gegen eines der fünf Erstrang-Antituberkulotika oder eine 
Medikamentenunverträglichkeit vor, sollte ein erweitertes Spektum von Antituberkulotika 
getestet werden (Richter et al. 2010). Auf die Testung von Zweitrang- und weiteren 
Antituberkulotika wird in Kapitel 2.4.3 eingegangen. 
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Die derzeit angewandten Methoden der Empfindlichkeitstestung von Mtb lassen sich je nach 
Fragestellung nach verschiedenen Kriterien einteilen, z. B. molekulare/genotypische oder 
phänotypische Methoden, Tests in Flüssig- oder Festkulturen, kommerzielle oder 
nichtkommerzielle Methoden. Weiterhin können in Erprobung befindliche oder bereits 
evaluierte, direkte oder indirekte Methoden unterschieden werden oder nach der weltweiten 
Verbreitung oder den anfallenden Kosten unterteilt werden. Aktuell steht die Frage der 
Testgeschwindigkeit im Vordergrund, um möglichst schnell eine gezielte antituberkulotische 
Chemotherapie einleiten zu können und Infektionen mit schwierig zu behandelnden 
resistenten Stämmen zu erkennen. Eine allgemeine Übersicht gibt Abb. 1. 
 
Abb. 1: Übersicht zu Methoden der Empfindlichkeitstestung von Mtb 
 
Zu den langsamen Methoden zählen die klassischen phänotypischen Untersuchungen auf 
Festkulturmedien. Zu den schnellen Methoden zählen die phänotypischen Untersuchungen in 
Flüssigkulturmedien und genotypische Methoden. Inzwischen existieren jedoch auch schnelle 
phänotypische Methoden auf Festkulturmedien. Schnelle Methoden liefern Ergebnisse in der 
Regel innerhalb von zehn Tagen, langsame Methoden auf Festkulturmedien erst nach circa 
drei Wochen. Phänotypische Methoden beruhen auf der Beeinflussung von Wachstum oder 
metabolischer Aktivität der Bakterien in Anwesenheit eines Wirkstoffes, was visuell z. B. 
durch Zählung der Kolonienzahl (in Festkulturmedien) oder durch Sichtbarmachen der 
Stoffwechselaktivität (in Flüssigkulturmedien und neuen Festkulturverfahren) bestimmt wird. 
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Historisch existieren für die Empfindlichkeits- bzw. Resistenzprüfung von Mtb drei 
international akzeptierte Festkulturverfahren: die vor allem in Großbritannien angewandte 
Resistenz-Verhältnis-Methode, die nur noch selten angewandte Absolut-Konzentrations-
methode und die in verschiedenen Varianten weltweit angewandte Proportionsmethode  
(Pfyffer 2001). Bei der Resistenz-Verhältnismethode erfolgt nach vier Wochen Bebrütung auf 
mit Wirkstoff versetztem Festkulturmedium die visuelle Ablesung der gewachsenen 
Bakterienkolonien. Das Resistenz-Verhältnis ist definiert als minimale Konzentration, die das 
Wachstum des Teststammes hemmt, dividiert durch die minimale Konzentration, die das 
Wachstum des empfindlichen Referenzstammes im selben Test hemmt (Canetti et al. 1963). 
 
In Deutschland gilt die modifizierte Proportionsmethode auf Löwenstein-Jensen (LJ)-
Kulturmedium als Referenzmethode, festgelegt in DIN 58943-8 (Richter et al. 2010). Hierbei 
wird von der Annahme ausgegangen, dass jeder Wildstamm einige resistente Mutanten 
enthält und die Proportion der resistenten Bakterien unter der Gesamtbakterienzahl bei 
resistenten Stämmen sehr viel höher als bei sensiblen Stämmen ist. Es wird bestimmt, wie 
stark die Anzahl koloniebildender Einheiten auf einem Nährboden mit definierter 
Konzentration eines Antibiotikums („kritische Konzentration“) im Vergleich zum Wirkstoff-
freien Nährboden reduziert wird. Der Bakterienstamm wird, je nachdem, auf wie viel Prozent 
der Anteil absinkt, als resistent, intermediär (DIN 58943-8: grenzwertig) oder sensibel 
bewertet. Die „kritische Proportion“ ist der Prozentsatz, ab welchem der Bakterienstamm als 
resistent gilt (Canetti et al. 1963 und 1969; Richter et al. 2010). Da die Ergebnisse der 
klassischen Festkulturmethoden erst nach drei bis vier Wochen vorliegen, geht wertvolle Zeit 
für die Erkennung resistenter Stämme bzw. für die Therapieoptimierung verloren. Die 
modifizierte Proportionsmethode bleibt jedoch Referenzmethode für alle neu entwickelten 
Testverfahren. 
 
In den Tab. 4 und 5 werden ausgewählte schnelle phäno- und genotypische Testverfahren 
aufgeführt und nachfolgend näher erläutert.  
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Prinzip der genotypischen Methoden ist der Nachweis einer Genmutation, die zur 
Antibiotikaresistenz führt. So wird z. B. bei 95 % aller RMP-Resistenzen eine Mutation im 
rpoB-Gen (RNA-Polymerase beta-Gen) von Mtb beobachtet. Da RMP-Resistenz in aller 
Regel mit INH-Resistenz verbunden ist, lässt sich schlussfolgern, dass der Nachweis einer 
rpoB-Gen-Mutation bei Mtb Multiresistenz bedeutet (DZK 2013; Steingart et al. 2014).  
 
Von der WHO wird seit 2011 der voll automatisierte Xpert MTB/RIF-Test als initiale 
Diagnostik bei Verdacht auf Tuberkulose und MDR-Tuberkulose empfohlen. Nachgewiesen 
werden können die spezifische DNA des Mtb-Komplexes und die Mutation des rpoB-Gens als 
Marker für RMP- und damit hinweisend auf MDR-Tb. Nachteile sind die fehlende 
Differenzierung zwischen Mtb, M. bovis und dem BCG-Impfstamm sowie die fehlende 
Unterscheidung zwischen lebenden und abgetöteten Bakterien. Vorteile des Xpert MTB/RIF-
Tests sind die einfache Handhabung und das schnelle Erhalten des Ergebnisses nach zwei 
Stunden (DZK 2013). Die gemittelte Sensitivität als Initialtest auf Tb anstelle der 
Sputummikroskopie betrug in einer Metaanalyse 89 %, die Spezifität 99 % (Steingart et al. 
2014), die Sensitivität zum Nachweis von RMP-Resistenz 96,8 %, die Spezifität 98,4 % 
(Drobniewski et al. 2015). Für den INNO-LiPA Rif. TB-Test beträgt die Sensitivität zum 
Nachweis von RMP-Resistenz 95,4 %, die Spezifität 99,7 %. Der Genotype MTBDRplus- 
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Test zeigt eine 94,6 %ige Sensitivität und 98,2 %ige Spezifität für den Nachweis einer RMP-
Resistenz. Im Gegensatz dazu beträgt die Sensitivität des INH-Resistenz-Nachweises nur 
83,4 % bei 99,6 %iger Spezifität (Drobniewski et al. 2015). Genotype MTBDRsl wurde zur 
Resistenztestung von Zweitrang-Antituberkulotika entwickelt (s. Kap. 2.4.3). 
 
Tab. 5: Schnelle Phänotypische Methoden der Empfindlichkeitstestung (nach Palomino et al. 
2008; Wilson 2013) 
 














5-10 RMP, INH, EMB, SM, 
Ofloxacin, CIP 
Nitrat-Reduktase-Assay (NRA) 7-10 RMP, INH, EMB, SM, 
Ofloxacin 
TK-Medium-System 7 RMP, INH, EMB, SM 
MDR-XDR TB Colour Test 13 (Toit et al. 
2012) 
RMP, INH, CIP 
Flüssigkulturmedien 
 BACTEC 460-System (Pfyffer et al. 1999) 
Halbautomatisch 
4-8 RMP, INH, EMB, SM, PZA 
BacT/Alert-System  6-8 RMP, INH, EMB, SM, PZA 
Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT)   
Manuell 
(Becton Dickinson, Sparks, USA) 
5-8 RMP, INH, EMB, SM, 
Kanamycin, Ofloxacin 
BACTEC MGIT960 automatisiert 
(Becton Dickinson, Sparks, USA) 
5-8 RMP, INH, EMB, SM, 
PZA, Amikacin, 
Capreomycin, ETH, PTH, 
Ofloxacin, Rifabutin, LIZ 
Versa TREK-System 
(Trek Diagnostic Systems, West Lake, USA) 
4-8 RMP, INH, EMB, SM 
Microscopic observation broth-drug susceptibility 
assay (MODS) 
7-9 RMP, INH, EMB, SM 
Colorimetrische Redox-Indikator-Methoden 
 
4-8 RMP, INH, RMB, SM, 
PZA, Kanamycin, Ofloxacin 
Platten-Kultur-Techniken 10 RMP, INH, EM, SM 
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Die Ausführungen zu den schnellen phänotypischen Methoden der Empfindlichkeitstestung 
basieren, wenn nicht anders angegeben, auf folgenden Quellen: Palomino et al. 2008 und 
Wilson 2013. Zu den schnellen Festkulturmethoden zählen u. a. Mykobakteriophagen-basierte 
Techniken wie z. B. der kommerziell erhältliche FastPlaqueTB-Assay (Biotec, Ipswich, UK), 
eine Phagen-Amplifikationsmethode, die RMP-Resistenz in Sputumproben innerhalb von 
zwei Tagen nachweisen kann. Prinzip ist die Vermehrung des Phagen D29 in lebenden Mtb, 
die nach Zugabe eines nicht-pathogenen Indikator-Mykobakteriums mittels lysierter Plaques 
sichtbar gemacht werden. Eine Metaanalyse aus sechs Studien zeigte eine Sensitivität von 97 
- 100 % und eine Spezifität von 89 - 100 %. Weniger verbreitet sind Luciferase-Reporter-
Methoden zum Nachweis von RMP-Resistenz, die auf Lichtproduktion durch mit dem 
Luciferase-Gen veränderten Phagen basieren. Sieben Studien wurden in einer Metaanalyse 
ausgewertet und zeigten eine Sensitivität von 100% und Spezifität von 89-100%.  
 
Der E-(Ellipsometer-) Test erlaubt die direkte Ablesung der MHK auf mit Antibiotikum-
versetzten Teststreifen, die auf Agarplatten gelegt werden. Ergebnisse liegen innerhalb von 
fünf bis zehn Tagen vor, getestet werden können verschiedene Antibiotika. Nachteil ist die 
Arbeit mit einer hohen Konzentration des Bakterieninokulums (Mc Farland 3,0). 
 
Der Nitrat-Reduktase-Assay (NRA, auch: Griess-Reaktion) weist Stoffwechsel-Aktivität von 
Mtb in der Festkultur nach (Reduktion von Nitrat zu Nitrit). Er wurde ursprünglich zum Mtb-
Nachweis verwendet und ist mittlerweile für die Resistenztestung gegenüber 
Erstrangantibiotika und Ofloxacin evaluiert. Die Direktverwendung bei Sputumproben ist 
möglich.  
 
Das kommerziell erhältliche TK-Medium-System basiert auf Festmedien, die Farbindikatoren 
enthalten und Bakterienwachstum durch einen Farbumschlag visualisieren. Testkits sind 
erhältlich für INH, RMP, EMB und SM. 
 
Der MDR-XDR TB Colour-Test ist ähnlich dem MODS-Assay (s. u.) und nutzt Dünnschicht-
Agartechnologie auf Petrischalen, die in vier Quadranten unterteilt werden (INH, RMP, 
Ciprofloxacin, Wirkstoff-freie Kontrolle). Sputumproben können direkt verwendet werden.  
 
In Flüssigkultursystemen wird Bakterienwachstum durch Analyse bereits der 
Stoffwechselaktivität und nicht erst der Koloniebildung erkannt, weshalb Ergebnisse im 
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Mittel schon nach einer Woche vorliegen. Das erste schnelle halbautomatische 
Flüssigkultursystem zur Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern war das  
radiometrische BACTEC 460-System, welches die Freisetzung von 
14
CO2 infolge der 
Metabolisierung von markiertem 
14
C-Substrat bei Bakterienwachstum maß (Nishimura 1999). 
Die Nachteile des Arbeitsaufwandes des halbautomatischen Systems und die Probleme der 
Arbeitssicherheit und der Entsorgung des radioaktiven Materials führten zur 
Weiterentwicklung zu den zwei folgenden Testsystemen: Das erste vollautomatisierte, nicht 
radioaktive, nicht invasive Testsystem war das BacT/Alert-System von Organon Teknika 
(siehe Kap. 2.4.2). Weit verbreitet ist das automatisierte BACTEC MGIT 960-System bzw. 
als Vorläufer das manuelle MGIT-System (beide Becton Dickinson, USA). Dabei wird der 
Sauerstoffverbrauch bei Bakterienwachstum in der Kulturflasche durch Fluoreszenz im UV-
Licht nach definierten Algorithmen interpretiert. Ergebnisse liegen innerhalb von acht Tagen 
vor. Beide Systeme wurden in Studien für die Empfindlichkeitstestung von Mtb gegenüber 
Erstrang-Antituberkulotika evaluiert. 
 
Das automatisierte Versa TREK-System, ehemals ESP culture system II (Trek Diagnostic 
systems, USA), misst die Druckveränderungen, die durch das Bakterienwachstum in der 
Kulturflasche entstehen. Nur wenige Studien untersuchten die Empfindlichkeitstestung dieses 
Systems mit Mtb gegenüber Erstrang-Antituberkulotika, in einer Studie zeigte sich eine hohe 
Zahl nicht-übereinstimmender Ergebnisse für INH. 
 
Die MODS-Methode (microscopic observation broth-drug susceptibility assay) ist wenig 
verbreitet. Bei dieser werden charakteristische Kordformationen beim Bakterienwachstum mit 
dem Inversionsmikroskop sichtbar gemacht. Die Bebrütung erfolgt in Mikrotiterplatten. Eine 
Evaluierung mit Erstrangantibiotika ist erfolgt, die besten Ergebnisse wurden bei der 
Resistenztestung für INH und RMP erzielt. Nachteile dieser Methode sind die Notwendigkeit 
eines Inversionsmikroskops und Sicherheitsaspekte aufgrund der Verwendung von 
Flüssigmedium auf Mikrotiterplatten. 
 
Mit der colorimetrischen Redox-Indikatormethode können einfach MHK-Werte bestimmt 
werden. Das Prinzip basiert auf der visuellen Interpretation der Farbänderung eines Oxidase-
Reduktase-Indikators bei Bakterienwachstum auf Mikrotiterplatten oder in Teströhrchen. Als 
zuverlässigster Redox-Indikator erwies sich Resazurin. Eine Metaanalyse dieser Methoden 
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(Martin et al. 2006) zeigte eine hohe Spezifität und Sensitivität. Das Testergebnis liegt nach 
vier bis acht Tagen vor. 
 
Die Platten-Kultur-Methode (auch: slide-Kultur-Methode) wird zur schnellen Erfassung von 
MDR-Tb genutzt. Dabei werden mit Sputumproben versetzte Objektträger in 
Flüssigkulturmedien mit verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen bebrütet und das 
Bakterinewachstum mikroskopisch nach Ziehl-Neelsen-Färbung bewertet. Die Präzision zur 
Erfassung von RMP-Resistenz wird mit 96 % angegeben, für INH nur 90 % und noch 
niedriger für EMB und SM. Nachteile dieser Methode sind die aufwendige Prozedur und 
Sicherheitsaspekte. 
 
2.4.2 Das BacT/Alert-System 
 
Auf der Grundlage des erfolgreichen Einsatzes des BacT/Alert-Systems von Organon Teknika 
(Tochterfirma von Akzo Nobel, Niederlande) zur Blutkulturdiagnostik wurde 1994 das 
MB/BacT als automatisches System zum kulturellen Nachweis von Tuberkuloseerregern und 
anderen Mykobakterien auf den Markt gebracht. In den folgenden Jahren wurden das 
Gerätedesign und der Name des Systems zu BacT/Alert 3D geändert. 2001 wurde das 
Gerätesystem von der Firma bioMérieux (Marcy-l'Étoile, Frankreich) übernommen, die die 
Empfindlichkeitstestung von Tb-Erregern nicht mehr unterstützt. Das Prinzip des Nachweises 
von Bakterien ist der Nachweis des beim Bakterienwachstum entstehenden Kohlendioxids. 
Dieses Kohlendioxid diffundiert in eine Gelschicht am Boden der Kulturflasche und bildet 
dort Kohlensäure, die zu einer Farbveränderung der in der Gelschicht enthaltenen pH-
Indikatoren führt. Die Farbveränderung wird vom System alle zehn Minuten Reflexions-
photometrisch gemessen und der zeitliche Verlauf analysiert. Beim Erreichen bestimmter 
Grenzwerte der Farbveränderung-Zeit-Kurve wird vom System Wachstum erkannt und 
gemeldet. Beim MB BacT-System enthalten die Kulturflaschen im Unterschied zum 
Blutkultur-System ein spezielles Mykobakterien-Nährmedium (modifiziertes 7H9 
Middlebrook-Medium). Da bei der Tuberkulosediagnostik typischerweise vorbehandeltes 
Sputum untersucht wird, wird den Kulturflaschen bei der Sputumuntersuchung ein 
Antibiotikagemisch (MAS - Mykobakterium Antibiotika Supplement) zur Unterdrückung der 
nicht vollständig entfernten Normal- bzw. Begleitflora zugesetzt. Außerdem werden wegen 
des viel langsameren Wachstums der Tuberkuloseerreger im Vergleich zu typischen 
bakteriellen Sepsiserregern modifizierte bzw. andere Algorithmen zur Wachstumserkennung 
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genutzt. Im Vergleich zu dem seit den 1980er Jahren weltweit in Gebrauch befindlichen 
radiometrischen BACTEC 460-Gerätesystem (Becton Dickinson) war das MB/BacT 
erstmalig ein nicht-radioaktives, nicht-invasives (keine Untersuchung des Flascheninhalts 
durch Probennahme), automatisch messendes und selbständig auswertendes Gerätesystem.  
 
Die Eignung des BacT/Alert-Systems zur Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern 
gegen alle fünf Standard-Antituberkulotika konnten Beer et al. (1997) zeigen. In mehreren 
Studien wurde die vorgeschlagene Methode evaluiert. Beispiele für Untersuchungen mit dem 
BacT/Alert-System sind: 
 
- Diaz-Infantes et al. (2000), Vergleich mit der konventionellen Agarproportions-
methode  
- Tortoli et al. (2000), Vergleich mit dem BACTEC 460-System 
- Yew et al. (2001), Vergleich mit der konventionellen Agarproportionsmethode  
- Ängeby et al. (2003), Vergleich mit dem BACTEC 460-System  
- Nair et al. (2009), Vergleich mit der LJ-Festkulturmethode, neben Erstrang-
antituberkulotika wurden hier auch ETH, Aminoglycoside und Ciprofloxacin 
untersucht 
 
Die Organon Teknika Deutschland GmbH propagierte folglich diese Methode und bot auch 
Antituberkulotika-Kits an. Testkonzentrationen (mg/l) sind INH - 1, RMP - 1, EMB - 2, SM - 
1, PZA - siehe unten (Akzo Nobel 1998). 
 
Das Prinzip der Empfindlichkeitstestung mit dem BacT/Alert-System besteht darin, dass 
geprüft wurde, ob das Wachstum eines Tb-Stammes bei einer definierten Antituberkulotika-
Testkonzentration in der Test-Kulturflasche gehemmt wird. Als Wachstumskontrolle dient 
eine Antituberkulotika-freie Kulturflasche, die mit dem gleichen Inokulum des zu testenden 
Stammes beimpft wurde (Ori-Kontrolle). Zur Determination der Untersuchungszeit dient eine 
sogenannte 1 %-Kontrolle, die mit einem im Vergleich zu den Testflaschen und der Ori-
Kontrolle 1:100 verdünnten Inokulum beimpft wurde. Wenn bei dieser 1 %-Kontrolle vom 
Gerätesystem Wachstum signalisiert wird, wird die Empfindlichkeitstestung abgebrochen und 
der Wachstumsstatus in den anderen Flaschen festgestellt. Wird spätestens zum 
Untersuchungsende vom Gerätesystem Wachstum in der Test-Kulturflasche festgestellt, so ist 
der Tb-Stamm resistent gegen das jeweilige Antituberkulotikum, wurde dagegen kein 
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Wachstum signalisiert, so gilt der Stamm als empfindlich. In den allermeisten Fällen zeigt 
sich Wachstum in den Testflaschen, also Resistenz, kurze Zeit nach der Positivmeldung der 
Ori-Kontrollflasche (nach 3 - 5 Tagen) und nicht erst zum Ende der Untersuchung (nach 8 - 
10 Tagen). Das Testergebnis gilt als valide, wenn die Ori-Kontrolle nicht vor drei Tagen 
positiv wird und positiv gemeldete Kulturflaschen nicht mit anderen Erregern kontaminiert 
sind.  
 
Dieses Prinzip der Empfindlichkeitstestung ist adaptiert an die Bedingungen der 
Proportionsmethode, bei der ein Wachstum von 1 % des Bakterieninokulums auf dem 
Nährboden mit dem Test-Antituberkulotikum (gemessen an der Koloniezahl) Resistenz 
bedeutet. Die Erfassung von 1 % resistenten Erregern im Testinokulum sollte durch die 
Festlegung des Untersuchungszeitraumes gewährleistet sein. Dieses Prinzip wurde später 
auch von anderen Flüssigkultur-Testsystemen übernommen (MGIT von Becton-Dickinson, 
ESP bzw. VersaTREK von Thermo Scientific). Von Knigge (2014) wurde allerdings 
festgestellt, dass die vermutete Erfassung von 1 % resistenter Erreger beim Prozedere der 
BacT/Alert-Empfindlichkeitstestung nicht zuverlässig gesichert ist.  
 
Seit der Einführung der Methode zur Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern gegen 
die Erstrang-Antituberkulotika mit dem MB/BacT erfolgten sowohl gerätetechnische als auch 
methodische Veränderungen, das Prinzip der Testung änderte sich aber nicht. Folgende 
Änderungen sind zu erwähnen: 
 
- Die Kulturflaschen aus Glas wurden durch unzerbrechliche Kunstoffflaschen ersetzt.  
- Die Einführung des sogenannten Delta-Algorithmus machte es erforderlich, bei der 
Empfindlichkeitstestung die normalen MP-Kulturflaschen umzuetikettieren und als 
MB-Kulturflaschen (Mycobacteria blood) einzuladen. Bei den MB-Flaschen ist der 
Delta-Algorithmus inaktiv (David 2004). 
- Die PZA-Testung wurde modifiziert: PZA-Testkonzentration = 200 mg/l, pH-Wert = 
5,9 durch Zugabe von 1 ml 0,75 molarer KH2PO4-Lösung, Einführung der 1 %-
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2.4.3 Testung von Zweitrang- und neuen Antituberkulotika 
 
Für die Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern gegen Erstrang-Antituberkulotika 
gibt es weltweit anerkannte Standards, die auf Studien in den 1960er Jahren basieren (Canetti 
et al. 1963 und 1969). So ist in Deutschland in der DIN 58943-8 (1996) die Testung von INH, 
RMP, EMB, SM und PZA mittels einer Variante der Proportionsmethode mit Löwenstein-
Jensen-Nährboden festgelegt. Die amerikanische CLSI-Empfehlung M24-A2 (2011) 
beschreibt die Bedingungen zur Testung von Erstrang-Antituberkulotika mittels 
Proportionsmethode und FDA- (Food and Drug Administration) zugelassenen Flüssig-
kulturmethoden (BACTEC 460TB, BACTEC MGIT 960, VersaTREK).  
 
In der oben genannten DIN-Empfehlung werden auch Angaben zur Empfindlichkeitstestung 
gegen PTH gemacht. In der M24-A2 werden für amerikanische Varianten der 
Proportionsmethode die Testkonzentrationen für Amikacin, Capreomycin, ETH, Kanamycin, 
Ofloxacin, PAS und Rifabutin angegeben und auch vorläufige Testkonzentrationen für die 
Testung von Amikacin, Capreomycin, ETH, Kanamycin, Levofloxacin, LIZ, Ofloxacin und 
Rifabutin in kommerziellen Flüssigkultursystemen genannt, allerdings unter dem Vorbehalt, 
dass diese nicht von der FDA zugelassen sind. Interessanterweise findet man auch in der 
Breakpoint-Tabelle der EUCAST (2016) Angaben zu den beiden neuen Antituberkulotika 
Delanamid und Bedaquiline, allerdings ohne Angabe der Testmethode. 
 
Die Testung von Zweitrang- und neueren Antituberkulotika ist bisher nicht standardisiert. 
Gründe dafür sind technisch-personeller Art wie Laborausstattung, fehlendes Fachpersonal 
und Expertise, hohe Kosten oder mangelnde Verfügbarkeit der Medikamente in einigen 
Ländern. Ein weiteres Problem stellt die noch nicht adäquat etablierte Korrelation zwischen 
Ergebnis der Empfindlichkeitstestung und klinischem Therapieerfolg dar (WHO 2014b). 
 
Grundlage für die Festlegung der Testkonzentrationen von neuen antituberkulotischen 
Wirkstoffen zur Unterscheidung zwischen sensiblen und resistenten Tb-Stämmen ist die aus 
dem Jahr 1962 stammende Feststellung von Mitchison: „Resistance is defined as a decrease in 
sensitivity of sufficient degree to be reasonably certain that the strain concerned is different 
from a sample of wild strains of human type that have never come into contact with the drug." 
(zitiert nach Canetti et al. 1969). Ob dieser Sensitivitätsunterschied ausreichend groß ist, um 
in die klinische sensibel/intermediär/resistent-Klassifizierung eingeordnet werden zu können, 
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muss durch vielfältige pharmakologische und klinische Untersuchungen gezeigt werden 
(EUCAST 2013). 
 
Die WHO empfiehlt die Testung von Zweitrang-Antituberkulotika nur in Laboren, die 
jährlich mindestens 200 Untersuchungsmaterialien von Hochrisikopatienten erwarten, um die 
nötige Expertise zu entwickeln. Vorgeschlagen wird bei Vorliegen von RMP-Resistenz die 
Empfindlichkeitstestung mit i. v.-injizierbaren Zweitrang-Antituberkulotika (Amikacin, 
Kanamycin, Capeomycin) und Fluorchinolonen, da für diese Medikamente Studien mit guter 
Reliabilität und Reproduzierbarkeit vorliegen. Eine Routinetestung auf Antituberkulotika der 
Gruppen 4 und 5 wird aufgrund fehlender Daten und Standardisierung nicht empfohlen. 
Kritische Konzentrationen für die verschiedenen Methoden und Antibiotika werden 
aufgeführt, z. B. für LIZ 1,0 µg/ml mittels MGIT 960 (WHO 2014b).  
 
Der sicherste Weg zur Evaluierung einer neuen Methode zur Empfindlichkeitstestung von Tb-
Stämmen gegenüber einem bereits bekannten Wirkstoff besteht darin zu prüfen, ob es gelingt, 
die mit einer Referenzmethode erhaltenen Ergebnisse ebenfalls mit der neuen Methode zu 
erzielen. So wurden z. B. die Testbedingungen mit dem BACTEC 460- und MGIT960-
System so lange variiert, bis die Ergebnisse zu fast 100 % mit den Ergebnissen der 
Proportionsmethode übereinstimmten (Angra et al. 2012).    
 
International weit verbreitet und am besten untersucht in der Testung von Zweitrang-
Antituberkulotika bei MDR- und XDR-Tb ist das MGIT960. Van Ingen et al. (2010) 
verglichen dieses System mit der Proportionsmethode auf Festnährböden und fanden 
Übereinstimmung der Testergebnisse für LIZ, Amikacin, Capreomycin und Rifabutin. 
Simsek et al. (2015) führten Untersuchungen zur Evaluierung der Empfindlichkeitstestung 
von Kanamycin, Ofloxacin, ETH und LIZ bei MDR-Mtb-Komplex für die E-Test-Methode 
durch. Hierbei zeigte sich nur für LIZ 100 % Sensitivität und Spezifität, weshalb die Autoren 
den alleinigen Einsatz des E-Testes nur für LIZ empfehlen. Zur raschen Detektion von XDR-
Tb wurde von der deutschen Firma Hain Lifescience als erstes kommerziell erhältliches 
Testsystem der Genotype MTBDRsl entwickelt. Dieser molekulargenetische Test erfasst u.a. 
die Fluorochinolone und injizierbare Zweitrang-Antituberkulotika und ist weiterhin 
Gegenstand verschiedener Untersuchungen (z. B. Jin et al. 2013; Drobniewski et al. 2015).  
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2.5 Kombinationstestung 
 
Im Rahmen der Antibiotikatherapie gibt es eine Reihe von Beispielen, bei denen die 
Applikation mehrerer Antibiotika (Kombinationstherapie) die Standard-Therapie ist: 
 
- Vierfach-Therapie der Tuberkulose in der Initialphase (Optimierung der Wirkung und 
Vermeidung der Selektion resistenter Erreger, s. Kap. 2.2) 
- Therapie schwerer Staphylokokken- oder Streptokokken-Infektionen mit Betalactam-
Antibiotika plus Clindamycin (Clindamycin hemmt die Produktion von Toxic-Schock-
Toxinen. [Füssle 2011]) 
- Therapie der Enterokokken-Endokarditis mit Ampicillin plus Gentamycin 
(Ausnutzung eines synergistischen Effekts und Überwindung des Eagle-Effekts. [Stille 
u. Uffelmann 1973])  
- Therapie von Listeriosen mit Ampicillin plus Gentamycin (Ausnutzung eines 
synergistischen Effekts. [Hof et al. 1997]) 
- Kombinationstherapie bei chronisch kolonisierten Mukoviszidose-Patienten (Es wird 
eine Wirkungsverstärkung erwartet. [Müller et al. 2015]) 
- Kombinationstherapie bei Infektionen mit multiresistenten Erregern zur Erzielung 
therapeutischer Wirkungen (z. B. Therapie von Infektionen mit multiresistenten 
Pseudomonas aeruginosa-Stämmen mit Colistin plus Rifampin, was laut in-vitro-
Untersuchungen eine synergistische Wirkung haben kann. [Giamarellos-Bourboulis et 
al. 2003]) 
 
Im Labor wird versucht, durch in-vitro-Untersuchungen die Wechselwirkung verschiedener 
Antibiotika zu charakterisieren. Besonders interessant bei Studien der Wechselwirkung sind 
synergistische Effekte. Darunter versteht man, dass der Effekt einer Kombination von 
Wirkstoffen mehr ist als die Summe der Einzelaktivitäten dieser Wirkstoffe. Ob die in-vitro-
Befunde wirklich therapeutische Relevanz haben, ist Gegenstand verschiedener Studien. 
Beispiele für in-vitro-Untersuchungen sind: 
 
- Die Prüfung, ob bei den zu bekämpfenden Bakterien eine induzierbare 
Clindamycinresistenz vorliegt, die dessen Einsatz in Frage stellt, kann mit Hilfe eines 
Doppeldisk-Annäherungstests (Variante des Agardiffusionstests) einfach und 
zuverlässig erfolgen. Dabei werden je ein Testplättchen Clindamycin und 
Erythromycin nebeneinander auf einer Empfindlichkeitstest-Agarplatte platziert. Fällt 
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der Test positiv aus, d. h. beim ursprünglich kreisrunden Clindamycin-Hof zeigt sich 
eine D-förmig eingedellte Wachstumszone in Richtung des Erythromycinblättchens, 
es wird also eine Clindamycin-Resistenz induziert, sollte Clindamycin wenn möglich 
nicht appliziert werden (Geiss et al. 2004). 
 
- Ob Gentamicin oder SM einen synergistischen Effekt mit Ampicillin bei der 
Endokarditis-Therapie zeigen, wird von der Höhe der MHK dieser Aminoglycoside 
abhängig gemacht. Bei einer sogenannten high-level-Resistenz (Gentamicin-MHK > 
500 mg/l, Streptomycin-MHK > 2000 mg/l) ist keine synergistische Wirkung mit 
Ampicillin mehr zu erwarten (Naber et al. 2005). 
 
- Als allgemein anwendbare Methoden zur Charakterisierung von Antibiotika-
Kombinationen dienen folgende drei Methoden: Checkerboard-Methode, E-Test und 
Time-Kill-Methode. 
 
 Bei der Checkerboard-Methode (Schachbrett-Titration) werden die Reihen einer 
Mikrotiterplatte mit Bakteriensuspension und fortlaufenden Antibiotika-
verdünnungen so bestückt, dass zwei sich rechtwinklig überlagernde 
Konzentrationsgradienten entstehen. Zusätzlich gibt es Reihen zur Kontrolle und 
Bestimmung der MHK jeder Einzelsubstanz. Messpunkte sind die MHK der 
Einzelsubstanzen und die MHK der Antibiotikakombinationen, aus denen der 
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) als mathematisches Modell zur 
Beschreibung der Antibiotika-Interaktionen wie folgt berechnet wird:  
 
FICI = 
MHK Wirkstoff 1 in Kombination
MHK Wirkstoff 1 allein
+
MHK Wirkstoff 2 in Kombination
MHK Wirkstoff 2 allein
 
 
Synergismus wird durch einen FICI ≤ 0,5, Antagonismus durch einen FICI > 4 und 
Indifferenz durch einen FICI > 0,5 - ≤ 4 definiert (Hsieh et al. 1993; White et al. 
1996; Iten 2010). 
 
 Der E-(Ellipsometer-) Test basiert auf der Agar-Diffusionsmethode. Ein mit einem 
kontinuierlichen Verdünnungsgradienten eines Antibiotikums beschichteter 
Plastikstreifen mit Ableseskala wird auf eine mit Bakterien inokulierte Test-
Agarplatte platziert und inkubiert. Um den Streifen bildet sich bei Einzeltestung 
mit dem Antibiotikum eine elliptische Wachstumszone, an deren Kreuzung mit 
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dem Streifen die MHK abgelesen werden kann. Zur Kombinationstestung von 
zwei Antibiotika wurden zwei Varianten vorgeschlagen. Bei Variante 1 wird ein 
Streifen mit dem zweiten Antibiotikum rechtwinklig an der Kreuzungsstelle beider 
Einzel-MHK auf den ersten Streifen aufgelegt und die MHK der Antibiotika in 
Kombination abgelesen. Bei Variante 2 wird der erste Streifen nach 30minütiger 
Bebrütung wieder abgenommen und dann der zweite Streifen an diese Stelle 
gelegt, allerdings so, dass die (vorher einzeln bestimmten) MHK-Werte direkt 
übereinanderliegen. Nach Übernacht-Bebrütung wird die Kombinations-MHK 
direkt abgelesen. Aus den Einzel- und Kombinations-MHK kann wie bei der 
Checkerboard-Methode der FICI berechnet werden (s. o.). Eine weitere 
Interpretationsmöglichkeit wird wie folgt vorgeschlagen: Synergismus = 
Kombinations-MHK mindestens zwei Verdünnungsstufen niedriger als die Einzel-
MHK des aktiveren Antibiotikums; Antagonismus = Kombinations-MHK 
mindestens zwei Verdünnungsstufen höher als die Einzel-MHK des aktiveren 
Antibiotikums; Indifferenz = Kombinations-MHK weicht nur eine Stufe von den 
Einzel-MHK ab (White et al. 1996; AB BIODISK 2007). 
 
 Bei der Time-Kill-Methode werden Bakterienkulturen vergleichsweise mit 
einzelnen Antibiotika und mit Antibiotikakombinationen bis 24 Stunden lang 
bebrütet. Zu verschiedenen Zeiten wird die Keimdichte (KBE/ml) bestimmt. 
Synergismus wird definiert als Reduktion der Keimdichte nach 24 h bei der 
Antibiotikakombination um mindestens das 100fache im Vergleich zum Ansatz 
mit der Einzelsubstanz. Nachteile dieser Methode sind u.a. ein hoher Arbeits- und 
Zeitaufwand (White et al. 1996; Iten 2010). 
 
- Zur Prüfung der Effekte von Kombinationen antimykobakterieller Wirkstoffe bei 
MAC-Stämmen haben Hoffner et al. (1987) eine Methode vorgeschlagen, bei der das 
Wachstum der Stämme mit den Einzelwirkstoffen und deren Kombinationen im 
BACTEC 460TB verglichen wird. Synergismus wird angenommen, wenn der 
Quotient aus einem gerätespezifischen Wachstumsindex der Kultur mit der 
Antibiotika-Kombination und dem Wachstumsindex der Kultur mit der 
Einzelsubstanz, die den niedrigsten Wachstumsindex aufweist, < 0,5 ist. Ist dieser 
Quotient > 2, handelt es sich um Antagonismus, bei einem Quotienten von 1 besteht 
keine Interaktion. 
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In Tab. 6 findet man Beispiele für in-vitro-Untersuchungen zur Wirkung von Antibiotika-
Kombinationen auf Mykobakterien.  
 
Tab. 6: Beispiele für in-vitro-Untersuchungen zur Charakterisierung der Wirkung von 




Methode Antibiotika Ergebnis 
Matoba et al. 
1993 
M. chelonae Checkerboard  Amikacin plus  














Berechnung des FICI  













Hoffner et al. (1989) 














Rodriguez Diaz et 
al. 2003 
Mtb Checkerboard  LIZ u. Fluorchinolone plus 
klassische Antituberkulotika 
Synergismus u.a. 
bei INH + 
Fluorchinolone; 
INH + LIZ; 
RMP + Fluor-
chinolone 




1.RMP oder INH plus 28 
verschiedene Antibiotika; 
2.RMP + INH + verschiedene 
Antibiotika  
z. B. Synergismus 
zwischen CLR + 
INH + RMP 




INH + RMP + EMB; 
RMP + EMB + Ofloxacin 
Synergismus von 
RMP + EMB + 
Ofloxacin 
Rey-Jurado et al. 
2013 
Mtb Checkerboard Levofloxacin + LIZ + EMB; 
Levofloxacin + Amikacin + 
EMB; Levofloxacin + LIZ + 
Amikacin 
Indifferenz für alle 
Kombinationen 





Tigecyclin + CLR oder Amikacin Synergismus von 
Tigecyclin + CLR 








RMP + EMB Synergismus u.a. 
bei M. avium, 
M. intracellulare 
Chu et al. 2015 NTM 
M. abscessus,  
M. massiliense 
Checkerboard  Amikacin + CLR, Amikacin + 
Moxifloxacin, Amikacin + 
Gatifloxacin, CLR + 




zeigte syn- oder 
antagonistischen 
Effekt 


















PTH ist seit Mitte der 50er Jahre verfügbar und zählt zur Gruppe der Thioamide, ebenso wie 
das in Deutschland nicht zugelassene und vorrangig im anglo-amerikanischen Raum 
verwendete ETH. Wirksamkeit und Nebenwirkungsspektrum beider Substanzen sind 
identisch und diese damit austauschbar in der Anwendung. Für PTH sind die 
Testbedingungen für die Proportionsmethode schon seit mindestens 1996 festgelegt (DIN 
1996). PTH wirkt nur auf Mykobakterien (Mtb-Komplex, viele Spezies der NTM und 
M. leprae) (Wang et al. 2007; PTH Fachinformation 2012). 
 
2.6.2 Wirkmechanismus und Resistenzen 
 
PTH wirkt bakteriostatisch. Der Wirk- und Resistenzmechanismus wurde für ETH untersucht 
und gilt aufgrund der Strukturähnlichkeit auch für PTH (ETH unterscheidet sich von PTH 
durch eine CH2-Gruppe in der Seitenkette und zeigt vollständige Kreuzresistenz zu PTH). 
Wirkmechanismus ist die Störung der Zellwandsynthese der Mykobakterien durch Hemmung 
der Mykolsäurebiosynthese, indem eine Enoyl-acyl-Trägerprotein-Reduktase (inhA) gehemmt 
wird. Dieses Enzym wird auch von INH inhibiert, allerdings sind INH und PTH/ETH 
Prodrugs, die erst von anderen Enzymen aktiviert werden müssen. Während die Aktivierung 
bei INH durch eine Katalase (katG) erfolgt, werden PTH/ETH durch eine Flavoprotein-
Monooxygenase (ethA) aktiviert. Resistenzen gegen PTH/ETH entstehen auf molekularer 
Ebene unter anderem durch Mutationen in den mykobakteriellen Genloci, die für ethA 
und/oder inhA kodieren und würden sich unter Monotherapie innerhalb von ein bis drei 
Monaten mit 80 - 100 % Wahrscheinlichkeit entwickeln (Wang et al. 2007; Schaaf et al. 
2009; Schön et al. 2011; PTH Fachinformation 2012). 
 
2.6.3 Rolle als Therapeutikum  
 
PTH zählt nach WHO-Einteilung zu den Zweitrangmedikamenten der Gruppe 4 (siehe 
Kapitel 2.2.4), d. h. Medikamenten mit gesicherter Wirkung gegen Mtb. Durch die steigende 
Zahl resistenter und multiresistenter Tuberkulosen werden PTH und ETH zunehmend 
häufiger eingesetzt (Wang et al. 2007). PTH ist zugelassen zur Therapie aller Formen der 
Tuberkulose, von Mykobakteriosen und der Lepra, immer als Kombinationspartner. Es 
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besteht ein pharmakokinetisch synergistischer Effekt bei der Kombination mit INH (Kropp u. 
Siemon 1999), der bereits 1978 von Urbanczik beschrieben wurde. Einen Überblick zur 
klinischen Anwendung gibt Tab. 7. 
 
Tab. 7: Klinischer Einsatz von PTH (PTH Fachinformation 2012) 
 
Dosierung Erwachsene 15 mg/kg KG (max. 1000 mg/d) 
Kinder 7,5 - (15) mg/kg, max. 500 mg/d 
- Bei Kombination mit INH Halbierung der Dosis 
Nebenwirkungen - Gastrointestinal (Übelkeit, Erbrechen, Magenschmerzen, 
Durchfall) 
- reversible Leberfunktionsstörungen mit Anstieg Transaminasen 
- Funktionsstörungen des Nervensystems (Schwindel, 
Kopfschmerzen, Konzentrationsstörungen, psychiatrische 
Symptomatik u.a.) 
Wechselwirkungen - hepatotoxische Substanzen (z. B. hormonelle Kontrazeptiva) 
- verstärkte Wirkung von Insulin und oralen Antidiabetika 
- Verstärkung der zentral erregenden und neurotoxischen Wirkung 
durch Kombination mit INH, Cycloserin u.a. 
Kontraindikationen - Akute Hepatitis, schwer eingeschränkte Leberfunktion,  
- Vorsicht bei Alkoholismus, Psychosen, Krampfleiden, akuter 
Gastritis, Magen-Darm-Ulcera u.a.  
- In Schwangerschaft und Stillzeit nur bei dringender Indikation 
Pharmakokinetik Resorption Orale Bioverfügbarkeit 90 %; 
Maximale Plasmakonzentration 5,3 ± 1,9 mg/l nach 
Einnahme von 2 x 250 mg (Park 2015) 
Verteilung Gut gewebegängig, diffundiert in Liquor, Magensaft, 
Sputum 
Geringe Plasmaeiweißbindung  
Metabolisierung PTH wird zu Protionamidsulfoxid metabolisiert 





LIZ als erster Vertreter der neuen Antibiotikagruppe der Oxazolidinone, welche erstmalig 
1987 vorgestellt wurden, zeichnet sich durch hohe in-vitro-Aktivität gegen grampositive 
Erreger, insbesondere resistente und multiresistente grampositive Kokken, aus. Inzwischen 
wurden neue Oxazolidinone wie PNU-100480 (Sutelozid, Firmen Pfizer und Sequella) und 
AZD-5847 (Posizolid, Firma AstraZeneca) zur Behandlung der Tuberkulose entwickelt, die 
bereits in klinischen Studien der Phase II getestet werden. 
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Empfindlich sind Staphylococcus (S.) aureus einschließlich MRSA und VISA (Vancomycin-
intermediärer S. aureus); S. epidermidis und andere Koagulase-negative Staphylokokken 
einschließlich Methicillin-resistenter Stämme, Streptococcus pneumoniae incl. Penicillin- und 
multiresistenter Stämme; Streptococcus pyogenes; Enterococcus faecalis, Enterococcus 
faecium und VRE (Vancomycin-resistente Enterokokken); Bacillus spp., Corynebacterium 
spp., Listeria monocytogenes, Nocardia spp., Legionella spp. sowie Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium avium complex und schnellwachsende Mykobakterien (M. 
fortuitum, M. chelonae, M. abscessus) (Halle et al. 2002; Moellering 2003; Leach et al. 2011). 
Enterobactericeae und Pseusomonas spp. sind natürlicherweise resistent gegen LIZ. Geringe 
Wirksamkeit besteht gegen Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrheae, Bacteroides 
fragilis und Clostridium spp.. 
 
2.7.2 Wirkmechanismus und Resistenzen 
 
LIZ hemmt die bakterielle Proteinsynthese. Es bindet selektiv an die 50S-Untereinheit 
(Domäne V der 23s rRNA) der Ribosomen nahe der Bindungsstelle mit der 30S-Untereinheit 
und verhindert die Bildung des 70S-Initiationskomplexes (Corti et al. 2000; Moellering 2003).  
Wie die meisten Inhibitoren der bakteriellen Proteinsynthese wirkt LIZ bakteriostatisch, 
erreicht aber einen signifikanten konzentrationsabhängigen bakteriziden Effekt bei 
Streptokokken (Halle et al. 2002). 
 
Die Entwicklung von Resistenzen gegen LIZ wird durch mehrere Faktoren erschwert. Da es 
sich um ein neues, voll synthetisches Antibiotikum handelt, sind vorbestehende natürliche 
Resistenzmechanismen wenig wahrscheinlich. Auch existierende Resistenzmechanismen bei 
anderen die ribosomale Proteinsynthese beeinflussenden Agenzien wie Makrolide, 
Lincosamide und Chloramphenicol führen aufgrund des einzigartigen LIZ-Wirkmechanismus 
nicht zur Kreuzresistenz mit LIZ. Die spezifische Bindungsstelle von LIZ an der ribosomalen 
RNA wird von Genen codiert, die in den klinisch relevanten Spezies in multiplen Kopien 
vorhanden sind, so dass die Selektion einer LIZ-Resistenz Punkmutationen in vielen Kopien 
dieser Gene voraussetzt, z. B. betrug in Studien die Rate spontaner LIZ-resistenter Mutanten 
bei S. aureus weniger als 1 pro 8x10
11
 getesteter Kolonie-bildender Einheiten. Im Gegensatz 
dazu zeigte eine Studie mit 210 MDR-Mtb-Stämmen, wovon 4 Stämme (1,9 %) LIZ-
Resistenz aufwiesen, in der Genanalyse der resistenten Stämme keine Mutationen im 
Vergleich mit den sensiblen Stämmen. Auf Untersuchungen von Sander et al. (2002) 
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basierend, werden zwei Klassen von Resistenzmechanismen unterschieden: 1. LIZ-resistente 
Mutanten mit Mutationen der 23S rRNA und 2. Mutanten mit nicht-ribosomalem 
Resistenzmechanismus. Klinische Risikofaktoren einer Resistenzentwicklung sind unter 
anderem Vorbehandlung mit LIZ, lange Therapiedauer, nicht drainierte Abszesse mit 
schlechter LIZ-Eindringtiefe und infizierte Fremdkörper (Meka und Gold 2004; Richter et al. 
2007). 
 
2.7.3 Rolle als Therapeutikum  
 
Seit 26.09.2001 ist Linezolid (Zyvoxid®, ehemals Pharmacia GmbH, Erlangen, seit 2003 
Pfizer, USA) in Deutschland zur Behandlung nosokomialer und ambulant erworbener 
Pneumonien sowie schwerer Haut- und Weichteilinfektionen zugelassen, wenn sie durch 
empfindliche gram-positive Erreger verursacht sind. In den USA erfolgte die Zulassung durch 
die FDA im April 2000. Einen Überblick zur klinischen Anwendung gibt Tab. 8. 
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Tab. 8: Klinischer Einsatz von Linezolid (LIZ-Fachinformation 2007) 
 
Dosierung - 600 mg oral oder intravenös 2 x täglich für 10 - 14 Tage 
- Anwendung bei Personen < 18 Jahre nicht empfohlen 
- Keine Dosisanpassung bei älteren Patienten, Nieren- oder    
Leberinsuffizienz erforderlich 
- Max. Therapiedauer 28 Tage 
Nebenwirkungen - vor allem gastrointestinal: Übelkeit, Durchfall, Erbrechen 
- Kopfschmerzen, Hautausschlag, Candidiasis, 
Geschmacksstörungen 
- Reversible Knochenmarksuppression (hämatologische 
Überwachung notwendig) 
- periphere und Optikus-Neuropathien 
Wechselwirkungen - Tyraminhaltige Nahrungsmittel in großen Mengen 
- vasopressive Arzneimittel einschließlich Dopaminergika 
Kontraindikationen - Vorsicht bei gleichzeitiger Einnahme von Monoaminoxidase-
A/B-Hemmern, Selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern, 
trizyklischen Antidepressiva, Sympathomimetika, 
Dopaminergika 
- Vorsicht bei Patienten mit unkontrollierter Hypertonie, 
Phäochromozytom, bipolarer Depression, akuten Verwirrtheits-
zuständen 
- Fehlende Studien für Schwangerschaft, Stillzeit, Kinder und 
Jugendliche 
- wenig Daten für schwere Leber- und Niereninsuffizienz 
Pharmakokinetik Resorption Orale Bioverfügbarkeit 100 %; 
Max. Plasmakonzentration 21,2 ± 5,8 mg/l (p. o.) 
Min. Plasmakonzentration 6,15 ± 2,94 mg/l (p. o.) 
Max. Plasmakonzentration 15,1 ± 2,5 mg/l (i. v.) 
Min. Plasmakonzentration 3,68 ± 2,68 mg/l (i. v.) 
Verteilung Verteilungsvolumen 40 - 50 l 
Plasmaeiweißbindung 31 % 
Metabolisierung Unabhängig von Cytochrom p450 
Elimination renal und nicht-renal, Halbwertzeit 4,5 - 5,5 h 
 
2.7.4 Bisherige Ergebnisse bei Mykobakterien 
 
LIZ ist wirksam gegen die Vertreter des Mtb-Komplexes und NTM. 
Folgende MHK-Grenzwerte zur Kategorisierung von Sensibilität oder Resistenz von 
Mikroorganismen existieren:  
 
- sensibel ≤ 2, resistent ≥ 8 µg/ml (LIZ-Fachinformation 2007) 
- sensibel ≤ 2, resistent >4 µg/ml (EUCAST 2016, nicht Mykobakterien-spezifisch) 
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Für Flüssigkulturmedien (BACTEC MGIT 960- und BACTEC 460 TB-System) wurde in 
einer multizentrischen Laborstudie eine kritische Testkonzentration von 1,0 µg/ml (Rüsch-
Gerdes et al. 2006) und für Middlebrook 7H10-Festmedium (übereinstimmend mit BACTEC 
460-System) ein cut-off von 0,5 µg/ml (Schön et al. 2011) vorgeschlagen. 
 
Im Folgenden wird auf klinische Studien und Übersichtsarbeiten verwiesen. Der Einsatz von 
LIZ bei Mykobakterien geschieht off-label. Die Studien demonstrieren, dass insbesondere 
MDR- und XDR-Tb erfolgreich durch LIZ-enthaltende Therapieregime behandelt werden 
können. Limitierender Faktor bei der Langzeittherapie ist die Toxizität.  
 
Bereits 1996 wurden in einer Studie von Zurenko et al. zehn Mtb-Stämme mittels 
Agarverdünnungsmethode untersucht. Die MHK der fünf sensiblen sowie drei gegen 
mindestens ein Antibiotikum resistenter Stämme betrug 0,5 µg/ml, die MHK der anderen 
zwei resistenten Stämme 2 µg/ml.  
 
Die Untersuchungen von 234 (Rodriguez et al. 2002) beziehungsweise 117 (Alcala et al. 
2003) Mtb-Stämmen ergaben eine MHK von ≤ 1µg/ml, dabei zeigten sich keine Unterschiede 
zwischen sensiblen, resistenten und MDR-Stämmen. LIZ-resistente Stämme zeigten eine 
MHK ≥ 16 µg/ml bei drei von 234 Mtb-Stämmen (Rodriguez et al. 2002) und > 16 µg/ml bei 
zwei von 16 Mtb-Stämmen (Rodriguez Diaz et al. 2003). 
 
Weiß et al. (2013) werteten retrospektiv 148 Mtb-Kulturen eines Berliner Patientenkollektivs 
aus, davon 18 MDR-Tb-Stämme. Die LIZ-MHK aller Stämme war ≤ 0,5 µg/ml, ein 
wesentlicher Unterschied zwischen MDR- und Nicht-MDR-Tb-Stämmen bestand nicht. 
 
Ahmed et al. (2013) untersuchten in Pakistan 102 resistente Mtb-Stämme auf Middlebrook 
7H10 Festmedium, davon 59 XDR-TB und 43 pre-XDR (definiert als MDR-Stamm mit 
zusätzlicher Ofloxacin-Resistenz). Stämme mit einer MHK ≤ 0,5 µg/ml wurden als sensibel, 
mit einer MHK ≥ 1µg/ml als resistent betrachtet. Insgesamt waren 96 Stämme (94,1 %) 
sensibel auf LIZ und sechs resistent. Diese hohe Resistenzrate wird unter anderem auf den 
unkontrollierten Antibiotikaeinsatz zurückgeführt, da Antibiotika in Pakistan nicht 
verschreibungspflichtig sind. 
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Brown-Elliot et al. (2003) untersuchten 285 Stämme langsam wachsender NTM gegen LIZ. 
Empfindlich zeigten sich alle Stämme von M. marinum, M. szulgai, M. kansasii, M. triplex 
und M. xenopi. Resistent waren MAC und M. simiae, als intermediär wurde M. gordonae und 
M. lentiflavum eingestuft. Vorgeschlagene breakpoints waren eine MHK ≤ 8 µg/ml für 
empfindliche, 16 µg/ml für intermediäre und ≥ 32 µg/ml für resistente Stämme. Bereits 2001 
untersuchten Wallace et al. 249 Stämme schnell wachsender NTM und schlugen die gleichen 
breakpoints vor. Die beste Wirksamkeit wurde gegen M. mucogenicum und M. fortuitum 
beschrieben. Brabäck et al. (2002) bestimmten für 43 M. marinum-Stämme eine LIZ-MHK 
von 2 µg/ml. 
 
Brown-Elliot et al. (2001) beschrieben die erfolgreiche Therapie einer CLR-resistenten M. 
chelonae-Infektion mit 600 mg LIZ zweimal täglich bei einem Patienten mit 
steroidabhängiger Myasthenia gravis und durch M. chelonae-infizierten Ulcera cruris. 
 
Tangg et al. (2011) setzten LIZ in der Therapie bei 14 Patienten mit XDR-TB ein. Bei elf 
Patienten (78,6 %) besserten sich die klinischen Symptome signifikant, bei allen Patienten 
kam es im Mittel nach 63 – 64 Tagen zur Sputum- und Abstrichkonversion. Die Rate an 
Nebenwirkungen betrug 64 % (9 von 14 Patienten, davon drei mit schwerwiegenden 
Nebenwirkungen). 
 
Lee et al. (2012) führten in Südkorea eine randomisierte Studie bei 41 Patienten mit XDR-TB 
durch, bei der LIZ sofort oder nach zwei Monaten in verschiedenen Dosierungen zusätzlich 
zur Therapie ergänzt wurde. Nach sechs Monaten waren 34 von 39 Patienten (87 %) 
erfolgreich therapiert, wobei bereits nach vier Monaten signifikant mehr Patienten negative 
Kulturen auf TB aufwiesen, bei denen die Therapie sofort um LIZ ergänzt wurde. Klinisch 
signifikante Nebenwirkungen traten in 82% der Fälle auf, wobei unter reduzierter Dosis von 
300 mg LIZ weniger Nebenwirkungen beobachtet wurden. 
 
Cox und Ford (2012) untersuchten in einer Metaanalyse elf Studien mit insgesamt 148 
Patienten zwischen 2000 und 2012, in denen LIZ zur Therapie resistenter Tuberkulose 
eingesetzt wurde. 107 Patienten (68 %) konnten erfolgreich behandelt werden. Es wurden 
keine signifikanten Unterschiede im Therapieerfolg bezüglich Therapiedauer (< oder > 7 
Monate) und LIZ-Dosierung (< oder > 600 mg täglich) festgestellt. Die Nebenwirkungsrate 
betrug im Durchschnitt 61,5 %, wovon in 36 % die Therapie mit LIZ unterbrochen wurde. 
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Am häufigsten traten periphere und Optikus-Neuropathien sowie Myelosuppression mit 
transfusionsbedürftiger Anämie auf. Bei niedrigerer LIZ-Dosis kam es zu signifikant weniger 
Therapieabbrüchen wegen Nebenwirkungen, d. h. unter niedrigerer LIZ-Dosis scheinen bei 
gleichem Ergebnis seltener Nebenwirkungen aufzutreten. Gemäß Fachinformation ist die 
LIZ-Therapie auf max. 28 Tage beschränkt, was in Diskrepanz zur längeren Therapiedauer 
der Tuberkulose oft über zwei Jahre hinaus steht. Kritisch angemerkt wird, dass der 
unabhängige Beitrag von LIZ in der Kombinationstherapie schwierig festzustellen ist. 
Letztendlich suggerieren die Daten einen Benefit bei Einschluss von LIZ ins Therapieregime. 
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Bakterienstämme 
 
32 Mtb-Stämme, davon vier LIZ-resistente Mutanten des Stammes Mtb H37Rv sowie zehn 
Stämme des MAC-Komplexes wurden in die Untersuchungen einbezogen. Die Herkunft und 
die für die vorliegende Arbeit wichtigsten Charakteristika dieser Stämme sind in Tab. 9 
ausgewiesen. Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich um Stämme von Patienten. Die 
LIZ-resistenten Mutanten wurden im Rahmen dieser Arbeit isoliert (siehe Kap. 3.5). Die 
Charakterisierung der Empfindlichkeit der Leipziger Stämme gegenüber INH, RMP, EMB, 
SM und PZA erfolgte mit der BacT/Alert-Methode im Rahmen der routinemäßigen 
Bearbeitung. 
 
Die Leipziger Tb-Stämme wurden in BacT/Alert MP-Flaschen bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. Diese Aufbewahrungsart war nur mit Glasflaschen möglich. Bei den später 
eingeführten Plastikflaschen verdunstet das Wasser. 
 
Die Tb-Stämme aus Gauting waren bei -70 °C in Magermilch oder Sauton-Medium 
eingefroren. Nach dem Auftauen wurden sie auf Löwenstein-Jensen-Schrägröhrchen (mit 
Glycerol, mit PACT) abgeimpft und nach dem Anwachsen in BacT/Alert MP-Flaschen weiter 
kultiviert und aufbewahrt. Die Empfindlichkeitstestung dieser Stämme erfolgte in Gauting 
nach der Proportionsmethode nach DIN 58943-8 (1996) und schloss neben den Standard-
Antituberkulotika auch PTH ein. Die Differenzierung der Stämme des MAC-Komplexes 
erfolgte mit Hilfe des Genotype Mycobacterium CM-Testes (Hain Lifescience GmbH, 
Nehren, Deutschland). 
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3.2 Nährmedien 
 
Löwenstein-Jensen- und Gottsacker-Schrägröhrchen wurden von der Firma Artelt ENCLIT 
GmbH, Oelzschau/Sa. bezogen. Middlebrook-7H10-Agar-MAS-Medien wurden entsprechend 
der Vorschrift aus Middlebrook 7H10 Agar (Becton, Dickinson and Comp., Franklin Lakes, 
USA) durch Zusatz von Glycerol und OADC-Supplement (Becton, Dickinson) sowie von 
MB/BacT-Antibiotischer Zusatz (bioMérieux, Marcy-l’Étoile) (5 ml/100 ml Nährmedium) 
hergestellt. 
 
Für die Untersuchungen mit dem BacT/Alert 3D wurden die zum Gerät gehörenden 
BacT/Alert MP „Process“-Kulturfläschchen benutzt (Inhalt: 10 ml modifiziertes 
Middlebrook-Medium), die mit MB BacT® Rekonstitutionslösung (ohne Antibiotika-
Supplement MAS) entsprechend Vorschrift supplementiert wurden (alles bioMérieux, Marcy-




Tab. 10 gibt einen Überblick über die verwendeten Antibiotika, die Bezugsfirmen und die 
getesteten Konzentrationsbereiche. Unter Beachtung des Wirkstoffgehaltes der Substanz 
(Salz- und Wassergehalt, Aktivität) wurden zunächst Stammlösungen hergestellt. Bei PTH 
wurde Dimethylsulfoxid als Lösungsvermittler benutzt. Alle anderen Substanzen wurden 
direkt in Aqua dest. gelöst. Anschließend wurden diese Stammlösungen sterilfiltriert 
(hydrophiler Filter, Porengröße 0,2 µm), wobei die ersten 10 % Filtrat verworfen wurden. Die 
sterilen Stammlösungen wurden dann mit sterilem Aqua dest. auf die zur Erzielung der 
gewünschten Endkonzentration im Kulturmedium geeigneten Konzentrationen verdünnt, 
aliquotiert und bei -70 °C eingefroren. Aufgetaute Wirkstofflösungen wurden nicht wieder 
eingefroren. Bei Zugabe von zwei Wirkstoffen pro Flasche wurden die Wirkstoffe zunächst 
separat gemischt und dann in die Flaschen gespritzt. 
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Tab. 10: Name, Firma und Konzentrationsbereiche der verwendeten Antibiotika 
 
Antibiotikum Firma Konzentrationsbereiche (mg/l) 
LIZ Pharmacia GmbH 0,0625 – 16 
PTH  
Fatol Arzneimittel GmbH 
 
 
0,0313 – 16 
INH 0,0313 – 1 
RMP 0,00391 – 0,25 
EMB 0,125 – 64 
MOX Bayer AG 0,0156 – 0,5 
 
3.4 MHK-Bestimmungen und Testung von Wirkstoffkombinationen 
3.4.1 Prinzip der Methoden 
 
Die MHK-Bestimmungen und Untersuchungen zur Wirkung von Antibiotikagemischen 
wurden prinzipiell wie die Empfindlichkeitstestung von Mtb-Stämmen mit dem BacT/Alert 
3D-System durchgeführt (siehe Kapitel 2.4.3). Um die Ziele der vorliegenden Arbeit zu 
erreichen, wurden aber folgende Veränderungen eingeführt: 
 
1) Zur Bestimmung der MHK-Werte wurden den Kulturflaschen geeignete 
Verdünnungen des zu untersuchenden Antibiotikums zugegeben, so dass deren 
Endkonzentration in den Flaschen einem kontinuierlichen Ausschnitt der ganzzahligen 
Potenzen von 2
n
 mg/l entsprachen (geometrische Verdünnung). Als MHK wurde die 
niedrigste Konzentration des Antibiotikums bezeichnet, bei der im 
Untersuchungszeitraum (siehe Punkt 3) vom Bact/Alert-System kein Wachstum 
festgestellt wurde. 
 
2) Bei den Untersuchungen von Wirkstoffkombinationen auf das Wachstum von 
Mykobakterien wurden den Kulturflaschen geeignete Mischungen von Wirkstoffen 
zugegeben. Die dabei erzielten Endkonzentrationen der Wirkstoffe in den Flaschen 
werden bei den Ergebnissen (Kapitel 4.4) angegeben. Typischerweise wird in 
Parallelversuchen die Wirkung der Einzelsubstanz getestet (zum Untersuchungs-




  53 
3) Es wurden zwei verschiedene Untersuchungszeiträume gewählt: 
 
a) Wie bei der Standard-Empfindlichkeitstestung endet der Untersuchungszeitraum, 
wenn die sogenannte 1 %-Kontrolle vom Gerätesystem positiv gemeldet wird. 
Diese MHK werden als MHK1% bezeichnet. 
 
b) Ein weiterer, längerer Untersuchungszeitraum als der unter a) beschriebene wurde 
durch die Verdreifachung des für die Positivmeldung der Wachstumskontrolle 
benötigten Zeitraumes festgelegt (siehe Kapitel 4.1). Diese MHK werden als 
MHK3WK bezeichnet. 
 
3.4.2 Hauptarbeitsschritte und Pipettierschema 
 
Bevor die MP-Flaschen mit den unten aufgeführten Zusätzen beschickt wurden, wurde das 
Flaschenetikett durch ein Etikett mit sogenanntem „generic code“ überklebt. Dadurch war es 
möglich, die Flaschen als „Mykobakterien-Blut“-Flaschen in das BacT/Alert 3D-Gerät 
einzugeben, bei denen der für Empfindlichkeitstestungen ungeeignete sogenannte Delta-
Algorithmus inaktiviert ist. 
 
Die durchgeführten Inokulationen sind in Tab. 11 schematisch dargestellt. Nach Zugabe von 
Rekonstitutionslösung und Aqua dest. wurden die Flaschen über Nacht bei 37 °C bebrütet. 
Am nächsten Tag wurden die Flaschen auf Sterilität kontrolliert, dann erfolgten die weiteren 
Zugaben, anschließend wurden die Flaschen ins Gerät geladen. 
 









0,5 0,5 0,5 
Aqua dest. 0.5 0,5 - 
Wirkstofflösung - - 0,5 
Bakteriensuspension (Ori) 0,5 - 0,5 
Bakteriensuspension (1%) - 0,5 - 
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Alle Zugaben erfolgten mittels geeigneten Spritzen und Kanülen; nach jeder Zugabe wurde 
der Flascheninhalt gemischt. Das Flaschenseptum wurde vor jeder Zugabe und nach der 
letzten Zugabe mit alkoholischen Desinfektionsmitteln desinfiziert. 
 
3.4.3 Herstellung der Bakteriensuspensionen 
 
Die in Kap. 3.4.2 genannten Bakteriensuspensionen entstammen einer BacT/Alert 3D-
Mykobakterienkultur ohne Antibiotika-Zusätze, deren Positivmeldung drei bis fünf Tage 
zurücklag. Unter sterilen Kautelen wurde aus einer stark geschüttelten Kulturflasche der 
Inhalt mit einer Spritze abgezogen und in ein steriles Röhrchen gegeben. Das Röhrchen wurde 
dann 10 min zur Sedimentation grober Bakterienaggregate stehen gelassen und danach der 
Überstand abgenommen. Falls die Trübung des Überstandes stärker als McFarland 1,0 war, 
wurde die Suspension mit Aqua dest. auf McFarland 1,0 eingestellt. Diese geklärte 
Flüssigkultur stellt die sogenannte Bakteriensuspension (Ori) dar. Die 1:100-Verdünnung 
dieser Kultur mit Aqua dest. stellt die sogenannte Bakteriensuspension (1 %) dar. 
 
3.5 Isolierung von Linezolid-resistenten Mutanten 
 
Zwei dicht mit Mtb H37Rv bewachsene, vier Wochen bebrütete Standard-Petrischalen mit 
Middlebrook-Agar-MAS-Medium wurden mit Hilfe von Wattetupfern abgeerntet und die 
Bakterienmasse in 5 ml physiologische Kochsalzlösung mit 0,1 % Tween eingerieben. Dieser 
Suspension wurden Glaskügelchen zugesetzt und anschließend 1 min mit dem Vortex-
Mischer homogenisiert. Der Suspensionsüberstand nach 10 min Absetzen (≥ 109 KBE/ml) 
wurde für die weiteren Arbeitsschritte benutzt. 
 
Middlebrook-Agar-MAS-Platten mit LIZ (2, 4, 8, 16 mg/l) wurden mit 0,1 ml der 
Bakteriensuspension beimpft und vier Wochen bei 36 °C und unter erhöhter CO2-Spannung 
bebrütet. Es wurden auf der Middlebrook-Agar-MAS-Platte mit 2 mg LIZ/l neun 
Bakterienkolonien und auf der Platte mit 4 mg LIZ/l zwei Bakterienkolonien gezählt. Die 
gewachsenen Kolonien wurden abgeimpft und zweimal auf Middlebrook-Agar-MAS-Platten 
mit LIZ (mit der bei der Mutantenselektion benutzten Konzentration) passagiert. Vier Isolate 
(jeweils zwei von der 2 mg/l und 4 mg/l LIZ-Platte) wurden für die Untersuchungen zur 
Bestimmung der MHK-Werte von LIZ-resistenten Mutanten und zu Kombinationstestungen 
mit LIZ genutzt (Stamm Nr. 29-32, siehe Tab. 9).  
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4. Ergebnisse  
4.1 Einleitende Bemerkungen 
 
Die Untersuchungen zur Bestimmung der MHK-Werte von LIZ und PTH (siehe Kap. 4.2 und 
4.3) erfolgten mit insgesamt 32 verschiedenen Mtb-Stämmen (31 bei LIZ, 27 bei PTH), die in 
Tab. 12 hinsichtlich ihrer Resistenzlage charakterisiert werden. Die Untersuchungen zur 
Kombinationstestung wurden mit sechs Mtb-Stämmen, sieben M. avium- und drei 
M. intracellulare-Stämmen durchgeführt.  
 
Tab. 12: Empfindlichkeitsprofile der Mtb-Stämme, die zur Bestimmung der LIZ- und PTH-
MHK herangezogen wurden (Die Empfindlichkeitsbeurteilung betrifft die fünf Standard-




















2 x (INH + SM + 
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2 x (INH + PTH) 
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19 Patienten-
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1 x PTH 
2 x (INH + PTH) 
1 x (INH + EMB   
+ SM) 
3 x (INH + 
RMP + PTH) 
- 
  
Die Festlegung des Untersuchungszeitraumes bei der Empfindlichkeitstestung ist aus drei 
Gründen von großer Bedeutung: 
 
1) In Anwesenheit von Wirkstoffen kann sich das Wachstum der Mykobakterienstämme 
verlangsamen. Außerdem wachsen Stämme mit Resistenzmutationen langsamer als 
sensible Stämme. Ein zu kurzer Untersuchungszeitraum kann zu falsch sensiblen 
Ergebnissen bzw. zu erniedrigten MHK-Werten führen. 
 
2) Es kann davon ausgegangen werden, dass die Aktivität des Wirkstoffes während der 
Kultivierung abnimmt und Resistenzmutanten nachwachsen. Ein zu langer 
Untersuchungszeitraum würde zu falsch resistenten Ergebnissen bzw. zu erhöhten 
MHK-Werten führen. 
 
3) Erfahrungsgemäß können sich die Detektionszeiten methodenbedingt bei 
Wiederholungsuntersuchungen um einen Tag unterscheiden, was bei MHK-
Bestimmungen zufälligerweise zu Schwankungen von einer Stufe führen kann. 
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Aus diesem Grunde wurden die MHK-Werte für zwei unterschiedlich lange 
Untersuchungszeiten bestimmt: Beim MHK1% -Wert wurde der Untersuchungszeitraum so 
festgelegt, wie er bei der evaluierten Empfindlichkeitstest-Methode mit dem BacT/Alert 
definiert ist (Abbruch der Untersuchung, wenn die 1 %-Kontrolle positiv wird, TTD1%). Beim 
MHK3WK-Wert wurde der Untersuchungszeitraum auf die Zeit des dreifachen TTD-Wertes 
(TTD3WK) für die Wachstumskontrolle (TTDWK) angehoben. In Abb. 2 ist zu erkennen, dass 
der Untersuchungszeitraum bei der Bestimmung des MHK3WK-Wertes deutlich länger ist als 
bei der Bestimmung des MHK1% -Wertes.  
 
 
Abb. 2: Gegenüberstellung der Detektionszeiten der Wachstumskontrolle (TTDWK) und den 
Zeiten der beiden Kontrollen zur Determinierung der Untersuchungszeit (TTD1% bzw. 
TTD3WK) bei 48 Untersuchungen 
 
Der in Abb. 2 dargestellten Analyse liegen 48 Untersuchungen mit Mtb-Stämmen zur MHK-
Bestimmung zugrunde: fünfmal Mtb H37Rv, 20 sensible Mtb-Stämme (Nr. 2 - 20, 23), davon 
13 Wiederholungen (Stämme Nr. 2 - 4, 7 - 11, 13, 15 - 17, 23), sechs Stämme mit 
verschiedenen Resistenzen (Nr. 21, 22, 24, 25, 27, 28) und die vier LIZ-resistenten Mutanten 
(Stämme Nr. 29 - 32). Der Mittelwert der TTDWK bei allen Untersuchungen lag bei 5,1 Tagen 
(s = 1,4). Der Mittelwert für die Zeit bis zur Positivmeldung der 1 %-Kontrolle lag bei 9,6 
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4.2 Bestimmung der Protionamid-Empfindlichkeit 
4.2.1 Verteilung der MHK für Protionamid bei Patientenstämmen 
 
Es wurden 20 PTH-sensible Mtb-Patientenstämme (Nr. 2 – 20, 27) und der Referenzstamm 
Mtb H37Rv bei PTH-Konzentrationen von 0,06 bis 2 mg/l untersucht. Aus Abb. 3 wird die 
eingipflige Verteilung der MHK1% ersichtlich. Alle MHK1% lagen zwischen 0,125 und 2 mg/l 
mit einem Verteilungsmaximum von 0,25 mg/l bei elf Stämmen. Zwei Stämme wiesen eine 
PTH-MHK1% 0,125 mg/l, sechs von 0,5 mg/l und ein Stamm von 1 mg/l auf. Für den 
mehrfach-resistenten Stamm Nr. 27 (INH-, EMB-, SM-resistent) betrug die MHK1% und die 
MHK3WK 2 mg/l. MHK1% > 2 mg/l wurden nicht beobachtet. 
 
 
Abb. 3: Verteilung der PTH-MHK bei sensiblen Mtb-Stämmen,  
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Das Verteilungsmuster der MHK3WK stimmt mit dem der MHK1% überein, allerdings um eine 
Konzentrationsstufe nach oben verschoben (drei Stämme 0,25 mg/l, elf Stämme 0,5 mg/l, fünf 
Stämme 1 mg/l, zwei Stämme 2 mg/l). MHK3WK > 2 mg/l wurden auch hier nicht beobachtet. 
 
Die Reproduzierbarkeit der ermittelten MHK-Werte wurde durch unabhängige 
Wiederholungsversuche geprüft, wobei der Unterschied maximal zwei Konzentrationsstufen 
betrug. So wurde die MHK des Referenzstammes Mtb H37Rv fünffach bestimmt. Bei allen 
Versuchen betrug die MHK1% 0,25 mg/l. Die MHK3WK betrug in vier Versuchen 0,5 mg/l und 
in einem 1 mg/l. Von zwölf wiederholt untersuchten Bakterienstämmen (Nr. 2 - 4, 7 - 11, 13, 
15 - 17) stimmten bei sieben Stämmen beide MHK1%-Werte überein. Bei vier Stämmen 
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Konzentrationsstufen. Die MHK3WK stimmte bei vier Stämmen überein, bei fünf Stämmen 
unterschied sie sich um eine und bei drei Stämmen um zwei Konzentrationsstufen. 
 
Neben den sensiblen Mtb-Stämmen wurden drei MDR-Stämme mit zusätzlicher PTH-
Resistenz (Nr. 24 - 26), zwei INH + PTH-resistente Stämme (Nr. 21, 22) und ein PTH-
monoresistenter Stamm (Nr. 23) bei PTH-Konzentrationen zwischen 0,06 und 16 mg/l 
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt. 
 
 
Abb. 4: Verteilung der MHK bei PTH-resistenten Mtb-Stämmen, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Bei vier Stämmen (Nr. 21, 22, 25, 26) betrug die MHK1% 4 mg/l und bei jeweils einem 
Stamm 8 mg/l (Nr. 23) und 16 mg/l (Nr. 24). Die MHK3WK unterschied sich nur bei einem 
Stamm (Nr. 26) um eine Konzentrationsstufe von der MHK1%. Somit war für alle PTH-
resistenten Stämme die MHK ≥ 4 mg/l.  
 
4.2.2 Gesamtspektrum der MHK-Werte für Protionamid für alle untersuchten Stämme 
 
Abb. 5 zeigt die Gesamtverteilung der PTH-MHK. Bei 20 von 21 PTH-sensiblen Mtb-
Stämmen lag die MHK1% unter 2 mg/l, wobei die Mehrzahl der Stämme (11) eine MHK1% 
von 0,25 mg/l bzw. eine MHK3WK von 0,5 mg/l aufwies. Die MHK1% bzw. MHK3WK von 
sechs Stämmen mit PTH-Resistenz lagen bei 4 bis 16 mg/l. Bei der Nutzung der 
Standardmethode zur Empfindlichkeitstestung mit dem BacT/Alert-System (Abschluss der 
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MHK-Verteilung PTH-sensibler und resistenter Stämme sehr deutlich. Bei Wegfall des 
mehrfach-resistenten Stammes Nr. 27 wäre die MHK1%-Klasse mit einem Wert von 2 mg/l 
sogar unbesetzt und die Trennung der beiden Gruppen noch klarer. 
 
 
Abb. 5: Gesamtverteilung der Protionamid-MHK bei Mtb- Stämmen 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
4.3 Bestimmung der Linezolid-Empfindlichkeit 
4.3.1 Verteilung der MHK für Linezolid bei Patientenstämmen 
 
Es wurden zunächst 19 sensible Mtb-Patientenstämme (Nr. 2 - 20) und der Referenzstamm 
Mtb H37Rv bei LIZ-Konzentrationen von 0,125 bis 2 mg/l untersucht. In Abb. 6 zeigt sich die 
monomodale Verteilung der LIZ-MHK der untersuchten Stämme, für die keine Resistenzen 
bekannt sind, um den Wert der LIZ-MHK des Referenzstammens Mtb H37Rv. Alle MHK1%-
Werte lagen zwischen 0,25 und 2 mg/l mit einem Verteilungsmaximum von 0,5 mg/l bei 13 
Stämmen. Vier Stämme wiesen eine LIZ- MHK1% von 0,25 mg/l, zwei von 1 mg/l und ein 
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Abb. 6: Verteilung der Linezolid-MHK bei sensiblen Mtb-Stämmen, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Die Verteilung der MHK3WK entspricht den Erwartungen: Das Verteilungsmuster stimmt mit 
dem der MHK1% überein, allerdings ist der Gipfel etwas breiter und die MHK-Werte sind 
etwas angestiegen. MHK3WK > 2 mg/l wurden aber auch nicht beobachtet.  
 
Die Reproduzierbarkeit der ermittelten MHK-Werte wurde durch unabhängige 
Wiederholungsversuche geprüft, wobei der Unterschied nie mehr als eine Konzentrationsstufe 
betrug. So wurde die MHK des Referenzstammes Mtb H37Rv fünffach bestimmt. Bei drei 
Versuchen betrug die MHK1% 0,5 mg/l und bei zweien 1 mg/l. Die MHK3WK betrug in allen 
fünf Versuchen 1 mg/l. Von 12 wiederholt untersuchten Patientenstämmen (Nr. 2 - 4, 7 - 11, 
13, 15 - 17) stimmten bei acht Stämmen beide MHK1%-Werte überein. Bei vier Stämmen 
unterschied sich die MHK1% um eine Konzentrationsstufe. Die MHK3WK stimmte bei vier 
Stämmen überein, bei acht Stämmen unterschied sie sich um eine Konzentrationsstufe.  
 
Neben den sensiblen Mtb-Stämmen wurden zwei MDR-Stämme (Nr. 24; Nr. 25 mit 
zusätzlicher PTH-Resistenz), zwei INH-resistente Stämme (Nr. 21, 22), ein PTH-resistenter 
Stamm (Nr. 23) und zwei mehrfach-resistente Stämme (Nr. 27 mit INH-, EMB-, SM-
Resistenz; Nr. 28 mit zusätzlicher PTH-Resistenz) bei LIZ-Konzentrationen zwischen 0,125 
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 Abb. 7: Verteilung der LIZ-MHK bei resistenten Mtb-Stämmen, 
 (getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Bei vier Stämmen, darunter die beiden MDR-Stämme, betrug die MHK1% 0,5 mg/l. 
Für die zwei Stämme ergab sich eine MHK1% von 1 (Nr. 27, 23), für Stamm Nr. 28 von 2 
mg/l (Nr. 28). Die MHK3WK war bei jedem dieser Stämme identisch mit der MHK1%. Das 
MHK-Verteilungsmuster bei diesen sieben resistenten Stämmen unterschied sich 
augenscheinlich nicht von der für die sensiblen Stämme bestimmten MHK-Verteilung. Die 
bekannten Resistenzen bei diesen Stämmen zeigten also keinen Hinweis auf eine 
Beeinflussung der LIZ-MHK. 
 
4.3.2 Linezolid-MHK bei Linezolid-resistenten Mutanten 
 
Die vier isolierten LIZ-resistenten Mutanten (Nr. 29 - 32) wurden bei LIZ-Konzentrationen 
von 1 bis 16 mg/l getestet. Dabei betrug bei drei Stämmen die MHK1% 8 mg/l und bei einem 
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Abb. 8: Verteilung der LIZ-MHK bei Resistenzmutanten,  
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
4.3.3 Gesamtspektrum der MHK-Werte für Linezolid für alle untersuchten Stämme 
 
Abb. 9 zeigt die Gesamtverteilung der LIZ-MHK aller untersuchten Stämme. Für alle 
Stämme, die offenbar keine LIZ-Resistenz aufwiesen, für die aber zum Teil andere 
Resistenzen bekannt waren, waren die Werte der LIZ-MHK < 4 mg/l. Für die in der 
vorliegenden Arbeit selektierten spontanen LIZ-resistenten Mutanten waren die MHK1% > 
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Abb. 9: Gesamtverteilung der Linezolid-MHK bei Mtb-Stämmen (inkl. LIZ-resistente 
Mutanten, getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
4.4 Untersuchungen zur Kombinationstestung von Antituberkulotika 
4.4.1 Untersuchungen mit M. tuberculosis 
 
Zunächst wurden ausgewählte Konzentrationen (Bruchteile der Einzel-MHK) zweier 
Antituberkulotika im Standard-Empfindlichkeitstest (Abbruch der Untersuchungen bei 
Positivität der 1 %-Kontrolle) kombiniert. Das Ergebnis der Kombination von LIZ und PTH 
wird in Tab. 13 gezeigt (übereinstimmende Ergebnisse in drei unabhängigen Versuchen). 
Es zeigt sich ein additiver Effekt der beiden Antituberkulotika. 
 
Tab. 13: Effekt der Kombination von LIZ und PTH auf das Wachstum von Mtb H37Rv  
im Standard-Empfindlichkeitstest  
  PTH 
 
Konzentration (mg/l) = 
MHK-Bruchteil 
0,063 = 1/4 0,125 = 1/2 
LIZ 
0,125 = 1/4 Wachstum Nicht untersucht 
0,25 = 1/2 Wachstum Kein Wachstum 
 
Weiterhin wurde geprüft, ob die MHK eines Antituberkulotikums durch die Zugabe einer 
subinhibitorischen Menge eines anderen Antituberkulotikums verändert wird. Zu diesem 
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1) Beeinflussung der PTH-MHK durch LIZ 
Bei drei LIZ-resistenten Mutanten des Stammes Mtb H37Rv (Nr. 29, 31 und 32) wurde 
geprüft, ob LIZ die MHK von PTH beeinflusst. Die LIZ-Konzentration betrug mit 2 mg/l 
1
/8 bzw. ¼ der LIZ-MHK der untersuchten LIZ-Mutanten. Die Ergebnisse sind in Tab. 14 
dargestellt. Es zeigt sich keine Beeinflussung der PTH-MHK bei der gewählten LIZ-
Konzentration.  
 
Tab. 14: Beeinflussung der PTH-MHK durch LIZ bei LIZ-Mutanten (MHK in mg/l) 
Stamm LIZ  PTH PTH + LIZ 2 mg/l                  
 MHK1% MHK3WK MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
29 16 16 0,25 0,5 0,25 0,5 
31 8 16 0,25 0,5 0,25 0,5 
32 8 16 0,125 0,5 0,125 0,5 
 
2) Beeinflussung der LIZ-MHK durch PTH 
Bei zwei PTH-resistenten Mtb-Stämmen (Nr. 21 und 23) wurde geprüft, ob PTH die MHK 
von LIZ beeinflusst. Die PTH-Konzentration betrug mit 1 mg/l 
1
/8 bzw. ¼ der PTH-MHK 
der untersuchten Stämme. Die Ergebnisse sind in Tab. 15 dargestellt. Es zeigt sich keine 
Beeinflussung der LIZ-MHK bei der gewählten PTH-Konzentration.  
 
Tab. 15: Beeinflussung der LIZ-MHK durch PTH bei PTH-resistenten Mtb-Stämmen  




PTH LIZ LIZ + PTH 1 mg/l  
MHK1% MHK3WK MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
21 4 4 0,25 0,5 0,25 0,25 
23 8 8 0,5 1 0,5 0,5 
 
3) Beeinflussung der RMP-MHK durch LIZ bei Referenzstamm Mtb H37Rv 
Bei Mtb H37Rv wurde geprüft, ob LIZ die MHK von RMP beeinflusst. Die LIZ-
Konzentration betrug mit 0,125 mg/l ¼ der LIZ-MHK von Mtb H37Rv. Der Versuch 
wurde wiederholt, die Ergebnisse sind in Tab. 16 dargestellt. Es zeigt sich keine 
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Tab. 16: Beeinflussung der RMP-MHK durch LIZ bei Mtb H37Rv  
(MHK in mg/l) 
Stamm RMP RMP + LIZ 0,125 mg/l 
MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
H37Rv 0,06 0,25 0,125 > 0,125 
H37Rv 0,03 0,25 0,06 > 0,125 
 
4) Beeinflussung der RMP-MHK durch LIZ bei LIZ-Mutanten 
Bei zwei LIZ-resistenten Mutanten (Nr. 31 und 32) wurde geprüft, ob LIZ die MHK von 
RMP beeinflusst. Die LIZ-Konzentration betrug mit 2 mg/l ¼ der LIZ-MHK der 
untersuchten Stämme. Die Ergebnisse sind in Tab. 17 dargestellt. Es zeigt sich keine 
Beeinflussung der RMP-MHK bei der gewählten LIZ-Konzentration.  
 
Tab. 17: Beeinflussung der RMP-MHK durch LIZ bei LIZ-resistenten Mutanten  
(MHK in mg/l) 
Stamm LIZ RMP RMP + LIZ 2 mg/l 
 MHK1% MHK3WK MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
31 8 16 0,125 > 0,25 0,125 > 0,25 
32 8 16 0,125 > 0,25 0,125 > 0,25 
 
5) Beeinflussung der MOX-MHK durch LIZ 
Bei Mtb H37Rv wurde geprüft, ob LIZ die MHK von MOX beeinflusst. Die LIZ-
Konzentration betrug mit 0,125 mg/l ¼ der LIZ-MHK von Mtb H37Rv. Der Versuch 
wurde wiederholt, die Ergebnisse sind in Tab. 18 dargestellt. Es zeigt sich keine 
signifikante Beeinflussung der MOX-MHK bei der gewählten LIZ-Konzentration.  
 
Tab. 18: Beeinflussung der MOX-MHK durch LIZ bei Mtb H37Rv (MHK in mg/l) 
Stamm LIZ MOX MOX + LIZ 0,125 mg/l 
MHK1% MHK3wk MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
H37Rv 1 1 0,25 0,5 0,5 0,5 
H37Rv 0,5 1 0,125 0,25 0,25 0,5 
 
6) Beeinflussung der INH-MHK durch PTH 
Bei Mtb H37Rv wurde geprüft, ob PTH die MHK von INH beeinflusst. Die PTH-
Konzentration betrug mit 0,063 mg/l ¼ der PTH-MHK von Mtb H37Rv. Das Ergebnis ist 
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in Tab. 19 dargestellt. Es zeigt sich keine signifikante Beeinflussung der INH-MHK bei 
der gewählten PTH-Konzentration.  
 
Tab. 19: Beeinflussung der INH-MHK durch PTH bei Mtb H37Rv (MHK in mg/l) 
Stamm PTH INH INH + PTH 0,06 mg/l  
MHK1% MHK3WK MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
H37Rv 0,25 0,5 0,25 0,25 0,125 0,125 
 
7) Beeinflussung der RMP-MHK durch PTH 
Bei Mtb H37Rv wurde geprüft, ob PTH die MHK von RMP beeinflusst. Die PTH-
Konzentration betrug mit 0,063 mg/l ¼ der PTH-MHK von Mtb H37Rv. Der Versuch 
wurde wiederholt, die Ergebnisse sind in Tab. 20 dargestellt. Es zeigt sich eine Reduktion 
der RMP-MHK um eine Stufe bei der gewählten PTH-Konzentration, was als nicht 
signifikant bewertet wird. 
 
Tab. 20: Beeinflussung der RMP-MHK durch PTH bei Mtb H37Rv (MHK in mg/l) 
Stamm PTH RMP RMP + PTH 0,06 mg/l 
MHK1% MHK3WK MHK1% MHK3WK MHK1% Kombi MHK3WK Kombi 
H37Rv 0,25 0,5 0,125 > 0,25 0,06 0,25 
H37Rv 0,25 0,5 0,06 0,25 0,03 0,125 
  
Bei den unter den Punkten 1) bis 7) dargestellten Untersuchungen zeigte sich in den meisten 
Fällen keine synergistische Beeinflussung der MHK-Werte. In einigen Fällen zeigten sich 
Veränderungen um eine geometrische Verdünnungsstufe, was im Allgemeinen nicht als 
signifikant beurteilt wird.  
 
Bei den für die MHK-Bestimmung durchzuführenden Untersuchungen fielen noch weitere 
Messwerte an. Bei den Versuchsreihen 3) und 7) wurde zusätzlich analysiert, ob die 
Kombination von Antituberkulotika eine Beeinflussung der Wachstumsgeschwindigkeit der 
Mykobakterien zeigt. Als Maß für die Wachstumsgeschwindigkeit wurde die Zeit bis zur 
Meldung der Positivität in Kultur A (Detektionszeit TTD), die vom BacT/Alert-System 
ermittelt wird, genutzt. Es ergaben sich dabei auffällige Ergebnisse, die in Tab. 21 und in  
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Abb. 10 dargestellt sind. Es zeigt sich, dass LIZ die Wachstums-verzögernde Wirkung 
steigender RMP-Konzentrationen aufhebt, PTH dagegen verstärkt den Effekt der 
Wachstumsverzögerung. Diese Effekte schlagen sich schließlich in der Veränderung der 
MHK-Werte um eine Stufe (höher bzw. niedriger) nieder. 
 
Tab. 21: Analyse der Detektionszeiten (TTD) bei der Bestimmung der RMP-MHK für 






TTD (d) ohne Zusatz 
eines 2. Antituber-
kulotikums = O 
TTD (d) mit Zusatz 





















4,2 4,3 0,0039 4,5 4,8 4,7 4,8   0,2   0,0 
  0,0078 5,2 5,3 4,8 5,2 - 0,4 - 0,1 
  0,016 6,5 6,3 5,5 6,2 - 1,0 - 0,1 
  0,031 7,8 7,8 6,7 6,3 - 1,1 - 1,5 
 
  TTD (d) ohne Zusatz 
eines 2. Antituber-
kulotikums = O 
TTD (d) mit Zusatz 




= Z - O 
4,7 4,8 0,0039 4,8 4,8 5,2 5,2 0,4 0,4 
  0,0078 5,2 5,2 6,2 6,0 1,0 0,8 
  0,016 6,2 5,8 7,5 7,2 1,3 1,4 
  0,031 7,7 7,2 11,2 8,8 3,5 1,6 
  0,063 8,8 8,8 12,2 11,5 3,4 2,7 
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Abb. 10: Beeinflussung der Wachstums-Detektionszeiten bei Kulturflaschen zur Bestimmung 
der RMP-MHK durch die Zugabe von LIZ bzw. PTH [Differenz (d) = TTD mit Zusatz (Z) – 
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4.4.2 Kombination von Ciprofloxacin und Ethambutol bei MAC-Stämmen 
 
Im Folgenden soll untersucht werden, ob EMB, das standardmäßig für die Therapie von 
MAC-Infektionen empfohlen wird, einen synergistischen Effekt auf die Wirkung anderer 
potentieller Wirkstoffe aufweist. Als Kombinationspartner für das EMB wurde Ciprofloxacin 
(CIP) ausgewählt. Es wurden zehn MAC-Patientenstämme (sieben M. avium-Stämme: Nr. 33, 
35 - 39, 41 und drei M. intracellulare-Stämme: Nr. 34, 40, 42) hinsichtlich ihrer MHK von 
CIP (Testkonzentrationen 0,25 - 4 mg/l), und von EMB (Testkonzentrationen 1 - 8 mg/l) 
charakterisiert und zusätzlich die CIP-MHK in Anwesenheit von EMB (2 mg/l) bestimmt 
(Tab. 22). Die Wahl dieser EMB-Konzentration gründet sich darauf, dass diese Konzentration 
bei der Empfindlichkeitstestung von Mtb-Stämmen mit dem BacT/Alert-System als 
Testkonzentration benutzt wird. 
 
Die in Tab. 22 dargestellten Werte zeigen, dass 
 
-  die MAC-Stämme typischerweise als EMB-resistent zu charakterisieren sind, wenn 
man die Regeln für die Testung von Mtb zugrunde legt, 
-  die MAC-Stämme nach EUCAST-Regeln (2016) auch gegen CIP als resistent 
einzustufen sind, 
-  in sieben der zehn untersuchten Stämme die CIP-MHK durch die EMB-Zugabe um 
mindestens drei Stufen reduziert wird, was durch einen synergistischen Effekt des 
EMB erklärt werden kann. Bei den sieben Stämmen mit deutlichem Synergismus 
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MHK (mg/l) Verringerung der CIP-MHK 
bei Anwesenheit von EMB 
(Stufen) EMB CIP 
CIP plus EMB 
(2 mg/l) 
33 4 > 4 0,5 ≥ 4 
34 8 4 2 1 
35 4 > 4 0,5 ≥ 4 
36 4 > 4 1 ≥ 3 
37 4 2 ≤ 0,25 ≥ 3 
38 4 > 4 1 ≥ 3 
39 8 > 4 0,5 ≥ 4 
40 8 4 4 0 
41 4 > 4 1 ≥ 3 
42 8 2 1 1 
 
  71 
5 Diskussion 
5.1 Empfindlichkeitstestung von Protionamid und Linezolid 
 
Nach der Evaluierung der Empfindlichkeitstestung von Mtb-Stämmen gegenüber den 
Erstrang-Antituberkulotika mit dem BacT/Alert 3D-System bestand das Bedürfnis, auch die 
Empfindlichkeitstestung von Zweitrangmedikamenten und neueren antituberkulotisch 
wirkenden Mitteln mit diesem System durchzuführen. Dazu müssen zunächst die 
Testkonzentrationen für diese Wirkstoffe festgelegt werden. Von David (2004) wurden bereits 
Testkonzentrationen für CIP und Capreomycin vorgeschlagen. 
 
Wir entschieden uns, zunächst die MHK-Werte von PTH und LIZ für eine größere Zahl 
sogenannter Mtb-Wildstämme zu bestimmen. Diese Mtb-Stämme wurden von Patienten 
isoliert, die anamnestisch weder mit Erstrang- noch mit Zweitrangmedikamenten therapiert 
wurden und zeigten bei den Routineuntersuchungen im Tuberkuloselabor des Instituts auch 
keine Resistenzen gegenüber den Erstrangmedikamenten. Dieses Vorgehen entspricht den 
bereits in den 1960er Jahren publizierten Empfehlungen (s. Kap. 2.4; Canetti et al. 1963 und 
1969).  
 
In einem zweiten Schritt wurden dann die MHK von PTH und LIZ für Mtb-Stämme 
bestimmt, die gegen diese Wirkstoffe offensichtlich resistent sind. Im Fall vom PTH konnten 
dazu Patientenstämme herangezogen werden, die bei der Empfindlichkeitstestung nach DIN 
(1996) als PTH-resistent charakterisiert wurden, denn für PTH sind die Testbedingungen für 
die Proportionsmethode schon seit mindestens 1996 festgelegt. Allerdings wurde die 
Empfindlichkeit von Tuberkulosestämmen gegen PTH relativ selten und nur in 
Speziallaboren bestimmt, so dass nur wenige PTH-resistente Stämme verfügbar waren. 
Eigene Versuche zur Selektion PTH-resistenter Mutanten vom Referenzstamm Mtb H37Rv 
wurden erfolglos abgebrochen, obwohl Monoresistenzen gegen PTH beschrieben wurden 
(van Ingen et al. 2008). LIZ-resistente Mtb-Stämme waren zum Zeitpunkt der Durchführung 
unserer Untersuchungen (2002 - 2005) nicht bekannt. Es gab seinerzeit lediglich wenige 
Berichte über den erfolgreichen Einsatz von LIZ zur Behandlung von Tuberkulosen mit 
multiresistenten Mtb-Stämmen (Dr. J. Beer, pers. Mitteilung), da LIZ nicht als 
Antituberkulotikum auf den Markt gebracht wurde. Spontane LIZ-resistente Mutanten ließen 
sich jedoch ohne Schwierigkeiten isolieren (s. Kap. 3.5). 
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Ideal wäre es, bei der MHK-Charakterisierung von Wirkstoffen die beiden Gruppen, 
Wirkstoff x-sensibel und x-resistent, jeweils in zwei weitere Gruppen unterteilen zu können: 
a) x-sensibel ohne weitere Resistenzen versus x-sensibel mit verschiedenen weiteren 
Resistenzen und b) x-monoresistent versus x-resistent mit verschiedenen weiteren 
Resistenzen. Damit könnte man studieren, welche Auswirkungen andere Resistenzen auf den 
im Mittelpunkt der Untersuchungen stehenden Wirkstoff x haben. Stämme für solche 
"Idealgruppierungen" sind aber oft nicht oder in nur kleiner Zahl verfügbar. Bei den von uns 
untersuchten Stämmen war eine derartige Stratifizierung nicht möglich. 
 
Bei den Untersuchungen zum PTH zeigte sich bei den sensiblen Mtb-Stämmen, dass die 
MHK1% zwischen 0,125-1 mg/l und für die meisten Stämme (11 von 21; 52 %) bei 0,25 mg/l 
lag. Ein Stamm mit Resistenzen gegen INH, EMB und SM (Nr. 27) zeigte eine MHK1% von 2 
mg/l. Ob bei diesem Stamm eventuell eine niedrige PTH-Resistenz vorliegt, müssen weitere 
Untersuchungen zeigen. Die MHK-Verteilung der sensiblen Stämme ist also monomodal. Die 
PTH-resistenten Stämme wiesen eine MHK1% von 4 - 16 mg/l auf. Die Ergebnisse der 
Untersuchungen mit den etwas längeren Beobachtungszeiten (MHK3WK) unterschieden sich 
um maximal eine Konzentrationsstufe, sodass zukünftig ausschließlich mit der 
Standardmethode (MHK1%) gearbeitet werden kann. Auf Grund dieser Ergebnisse wird 
vorgeschlagen, für PTH eine Testkonzentration von 2 mg/l zu benutzen (Beer et al. 2003). Bei 
der PTH-Testung nach der Proportionsmethode auf LJ-Medium wird 16 mg/l als kritische 
Konzentration (= Testkonzentration) genutzt (DIN 1996). Diese große Differenz ist aber nicht 
verwunderlich, weil das lipophile PTH durch das Eier-Kulturmedium stark gebunden wird. 
Ähnlich liegt der Fall auch beim RMP, bei dem die Testkonzentrationen auf LJ-Medium mit 
32 mg/l (DIN 1996), im BACTEC 460 TB (das Medium ist eine Middlebrook-Variante) mit 2 
mg/l (CLSI 2011) und im BacT/Alert-System mit 1 mg/l (Beer et al. 1997) festgelegt sind. 
Bei der Empfindlichkeitstestung von Mtb-Stämmen mit dem MGIT 960 werden auf der 
Grundlage verschiedener multizentrischer Studien ETH-Testkonzentrationen von 2,5 und 
5 mg/l empfohlen (CLSI 2011). ETH unterscheidet sich strukturell nur gering von PTH und 
zeigt eine vollständige Kreuzresistenz zum PTH. Diese Werte unterscheiden sich also nur 
gering von unserer Empfehlung. Selbstverständlich sollten unsere Ergebnisse durch die 
Untersuchung weiterer Stämme validiert werden. 
 
Abgesehen davon, dass die Übertragung von in-vitro-Ergebnissen auf in-vivo-Bedingungen 
problematisch ist, korrespondieren sowohl unsere als auch die mit anderen 
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Flüssigkultursystemen beschriebenen Ergebnisse zur MHK-Verteilung von PTH bei sensiblen 
und resistenten Mtb-Stämmen als auch die PTH-Testkonzentration zur Differenzierung 
zwischen sensiblen und resistenten Stämmen mit den in-vivo-Verhältnissen. Lee et al. (2009) 
untersuchten 17 Patienten mit MDR-Tb und maßen maximale PTH-Plasmakonzentrationen 
von 2,2 ± 1,1 mg/l nach mehrfacher oraler PTH-Einnahme. Bei gesunden Probanden wurden 
maximale PTH-Plasmakonzentrationen von 5,3 ± 1,9 mg/l gemessen (Park et al. 2015). Die 
mit dem BacT/Alert 3D-System als PTH-sensibel charakterisierten Mtb-Stämme haben MHK-
Werte, die im Bereich der gemessenen PTH-Plasmakonzentrationen liegen. Als PTH-resistent 
charakterisierte Stämme haben dagegen MHK-Werte, die im oberen Bereich der PTH-
Plasmakonzentrationen oder darüber liegen. 
 
Bei den Untersuchungen zum LIZ zeigte sich bei den sensiblen Mtb-Stämmen, dass die 
MHK1%-Werte zwischen 0,25 - 2 mg/l und für die meisten Stämme (13 von 20; 65 %) bei 0,5 
mg/l lagen. Für Stämme mit verschiedenen Resistenzen auf Erstrangmedikamente lagen die 
MHK1% zwischen 0,5 - 2 mg/l und für vier von sechs Stämmen auch hier bei 0,5 mg/l. Die 
MHK-Verteilung der sensiblen Stämme ist also monomodal. Ähnliche MHK-Werte von LIZ 
für sensible Stämme wurden auch von anderen Autoren berichtet (Zurenko et al. 1996; Alcala 
et al. 2003; Erturan u. Uzun 2005; Schön et al. 2011). Unsere eigens isolierten LIZ-resistenten 
Mutanten zeigten eine MHK1% von 8 (drei von vier Stämmen) und 16 mg/l, was den 
Ergebnissen von Richter et al. (2007) mit LIZ-resistenten Patientenstämmen entspricht. Auch 
in den Untersuchungen mit LIZ unterschieden sich die Ergebnisse mit etwas verlängerter 
Beobachtungszeit (MHK3WK) um maximal eine Konzentrationsstufe, so dass die Testung mit 
der Standardmethode (MHK1%) ausreichend ist. Wir schlagen daher für LIZ eine 
Testkonzentration von 4 mg/l vor (Beer et al. 2003). Das CLSI empfiehlt auf der Grundlage 
verschiedener multizentrischer Studien für die Empfindlichkeitstestung mit dem MGIT 960 
eine Testkonzentration von 1 mg/l. Die bisher publizierten Arbeiten mit Empfehlungen für 
LIZ-Testkonzentrationen unterscheiden sich deutlich. Als Testkonzentrationen werden, je 
nach Methode, Werte zwischen 0,5 und 8 mg/l vorgeschlagen: z. B. von Alcala et al. (2003) 
mit der Agarproportionsmethode 1 mg/l, von Erturan u. Uzun (2005) mit dem BACTEC 460-
System 8 mg/l, von Rüsch-Gerdes et al. (2006) mit MGIT 960- und BACTEC 460-System 
1 mg/l oder von Schön et al. (2011) mit BACTEC 460 und Middlebrook 7H10-Festmedium 
0,5 mg/l. Eine Validierung unseres Vorschlags zur LIZ-Testkonzentration beim BacT/Alert 
3D mit weiteren Stämmen ist ebenfalls wünschenswert. 
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Wie schon beim PTH ausgeführt, scheinen die Verteilung der LIZ-MHK-Werte bei sensiblen 
und resistenten Mtb-Stämmen und die daraus abgeleitete LIZ-Testkonzentration sinnvoll zu 
den bekannten Daten zu LIZ-Plasmakonzentrationen zu passen. Die maximalen 
Plasmaspiegel von LIZ werden mit 21,2 (p. o.) bzw. 15,1 mg/l (i. v.) bei Applikation von 2 x 
600 mg täglich angegeben (Fachinformation 2007). Alffenaar et al. (2010) zeigten bei acht 
Patienten mit MDR- bzw. XDR-Tb, dass auch bei einer Dosisreduktion auf 2 x 300 mg LIZ 
täglich immer Serumkonzentrationen (maximale Plasmakonzentration 9,5 mg/l) weit oberhalb 
der LIZ-MHK von LIZ-sensiblen Stämmen erreicht werden. Die MHK-Werte der LIZ-
resistenten Stämme liegen dagegen im oberen Bereich der maximalen LIZ-
Plasmakonzentrationen. 
  
5.2 Untersuchung von Wirkstoffkombinationen  
 
Die Prüfung auf synergistische Effekte von Kombinationen antimykobakterieller Wirkstoffe 
ist aus zwei Gründen von Interesse: 
 
1) zur Wahl optimaler Wirkstoffkombinationen insbesondere bei Mtb-Stämmen, die 
gegen die wirkungsstarken Erstrang-Antituberkulotika resistent sind, 
 
2) zur Begründung, Wirkstoffe zur Therapie zu empfehlen, obwohl der Stamm bei der 
Standardtestung als resistent für diesen Wirkstoff charakterisiert wurde (z. B. INH bei 
M. kansasii-Infektionen, EMB bei Infektionen durch MAC-Stämme). 
 
Die klassische Checkerboard-Methode in Mikrotiterplatten und der E-Test sind zur Testung 
von Mtb und anderer langsam wachsender Mykobakterien aus Gründen des langen 
Untersuchungszeitraumes, des Arbeitsschutzes und des hohen Arbeitsaufwandes für die 
Routinetestung nicht empfehlenswert. Es liegen dennoch Arbeiten vor, in denen 
Checkerboard-Titrationen mit Mtb durchgeführt wurden. Für schnellwachsende 
Mykobakterien sind häufiger Publikationen zu finden. Überwiegend werden Modifikationen 
der Checkerboard-Methode mit Berechnung des FICI angewendet (s. Kap. 2.5 Tab. 6). 
 
Wir versuchten, mit dem BacT/Alert 3D-System verschiedene methodische Möglichkeiten 
der Untersuchung von Effekten von Wirkstoffkombinationen auf Mykobakterien zu prüfen, 
die für eine routinemäßige Anwendung geeignet sein sollten. Für das BacT/Alert 3D-System 
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liegen bezüglich Kombinationstestung bei Mykobakterien keine Publikationen vor. Gonzalo 
et al. (2015) nutzten erstmalig das MGIT 960-System für die Charakterisierung von 
Wirkstoffkombinationen bei Tuberkuloseerregern; sie führten die zahlreichen Kulturen einer 
Checkerboard-Titration nicht in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte sondern in MGIT-
Kulturröhrchen durch. Leider existieren keine Referenzen für Beispiele von Synergieeffekten 
bei Mtb-Stämmen, die in vitro sicher nachgewiesen werden können und an denen wir unsere 
Methoden validieren könnten. 
 
So versuchten wir, die Checkerboard-Methode auf eine Ein-Punkt-Bestimmung zu reduzieren. 
Bei Kombination von jeweils höchstens ¼ der MHK zweier Wirkstoffe sollte eine 
Wachstumshemmung einen synergistischen Effekt wahrscheinlich machen (siehe Kapitel 
2.5). Eine andere, ausführlichere Methode bestand darin zu prüfen, ob der MHK-Wert eines 
Wirkstoffes durch Zugabe einer subinhibitorischen Konzentration eines zweiten Wirkstoffes 
verändert wird. Beim Stamm Mtb H37Rv wurden folgende Kombinationen geprüft: RMP + 
LIZ, MOX + LIZ, INH + PTH sowie RMP + PTH; bei LIZ-Mutanten die Kombinationen: 
PTH + LIZ und RMP + LIZ; bei PTH-resistenten Stämmen: LIZ + PTH. In keinem Fall 
konnten signifikante Effekte beobachtet werden. Bei der Kombination von RMP mit PTH 
zeigte sich in zwei unabhängigen Versuchen, dass die RMP-MHK durch Zugabe von PTH 
(¼ MHK) um eine Stufe reduziert wurde. Das kann zwar nicht als signifikanter Effekt 
gewertet werden, bei der Analyse der Wachstumskinetik zeigte sich aber, dass bei allen 
getesteten RMP-Konzentrationen bei Anwesenheit von PTH das Wachstum verzögert wurde. 
Das dazu gegensätzliche Verhalten (sowohl bei der Beeinflussung der MHK als auch bei der 
Wachstumskinetik) wurde bei der Kombination von RMP und LIZ festgestellt. Vielleicht 
stellen diese wachstumskinetischen Analysen eine empfindlichere, aber dennoch 
aufschlussreichere Methode dar, als die Suche nach veränderten MHK, um therapeutische 
Effekte zu beschreiben. Dass die Kombination von PTH und LIZ (jeweils ½ MHK) zu einer 
Wachstumshemmung des Stammes Mtb H37Rv führt, ist zwar laut Definition nur ein 
additiver Effekt, ist aber dennoch interessant, weil vom Wirkmechanismus dieser Substanzen 
keine Gemeinsamkeit bzw. kein gemeinsamer Angriffspunkt zu erkennen ist.   
 
MAC-Stämme erwiesen sich gegenüber EMB bei der in-vitro-Testung typischerweise 
resistent, dennoch wird EMB als Kombinationspartner insbesondere mit CLR und 
RMP/Rifabutin empfohlen (Brown-Elliot et al. 2012). Bereits 1987 führten Hoffner et al. 
Synergietestung mit MAC-Stämmen mit dem BACTEC 460-System durch und zeigten 
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Synergismus für die Kombinationen SM + EMB und EMB + RMP. 1989 untersuchte die 
Arbeitsgruppe mit der gleichen Methode den Einfluss von EMB in Kombination mit 
Fluorchinolonen bei MAC-Stämmen, die gegenüber beiden Substanzen resistent waren 
(Hoffner et al. 1989). Für 76 % der untersuchten Stämme zeigte sich Synergismus von EMB 
+ CIP. Hoffner et al. (1987; 1989) schlossen auf Synergismus, indem sie eine besonders 
starke Hemmwirkung der Wirkstoffkombinationen im Vergleich zu den Einzelsubstanzen 
zeigten. In unseren Untersuchungen mit dem BacT/Alert 3 D-System prüften wir, ob die CIP-
MHK durch Zugabe von 2 mg EMB/l beeinflusst wird. Diese EMB-Konzentration wird als 
Testkonzentration bei der Empfindlichkeitstestung von Tuberkulose-Stämmen mit dem 
BacT/Alert 3D-System benutzt. Erwartungsgemäß wurde das Wachstum der untersuchten 
MAC-Stämme bei dieser EMB-Konzentration nicht gehemmt. Wir konnten zeigen, dass bei 
sieben von zehn untersuchten MAC-Stämmen die CIP-MHK durch das EMB um mindestens 
drei geometrische Stufen reduziert wird. Damit wird der Befund von Hoffner et al. bestätigt, 
dass die Kombination von Fluorchinolonen und EMB eine synergistische Wirkung auf MAC-
Stämme aufweisen kann. Interessant ist, dass es sich bei den drei Sämmen, bei denen kein 
(signifikanter) EMB-Effekt festgestellt wurde, um M. intracellulare handelt. Bei den anderen 
Stämmen handelte es sich um M. avium. Hoffner et al. (1987; 1989) hatten keine 
Differenzierung der MAC-Stämme vorgenommen. Die Therapiempfehlung (Rifabutin + CLR 
+ EMB) stammt aus Zeiten, in denen typischerweise keine Differenzierung innerhalb des 
MAC-Komplexes durchgeführt wurde. Unsere Untersuchungsergebnisse sollten folglich 
anregen, diese Problematik weiter zu verfolgen, da sie Konsequenzen für 
Therapieempfehlungen haben könnten. 
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In der vorliegenden Arbeit wurden neue Untersuchungsmöglichkeiten mit dem BacT/Alert 3D 
Mykobakterien-Testsystem erprobt. Erstens wurden Untersuchungen durchgeführt, um die 
Testkonzentrationen für Protionamid (PTH) und Linezolid (LIZ) für die standardmäßige 
Empfindlichkeitstestung von M. tuberculosis (Mtb) mit dem BacT/Alert 3D-System 
festzulegen. Dazu wurden die MHK-Werte für 32 Mtb-Stämme bestimmt: Referenzstamm 
Mtb H37Rv, sensible Patientenstämme, Patientenstämme mit verschiedenen Resistenzen (u. a. 
PTH-Resistenz) sowie eigens für die Arbeit isolierte LIZ-resistente Mutanten. Die PTH-MHK 
betrug für 20 von 21 sensiblen Mtb-Stämmen einschließlich des Referenzstammes 
Mtb H37Rv 0,125 - 1 mg/l (0,25 mg/l bei 11 von 21 Stämmen). Lediglich ein Stamm mit 
Resistenz gegenüber Isoniazid, Ethambutol und Streptomycin fiel mit einer etwas erhöhten 
PTH-MHK von 2 mg/l auf. Sechs PTH-resistente Stämme (z. T. mit anderen Resistenzen 
gegenüber Erstrang-Antituberkulotika) zeigten PTH-MHK von 4 - 16 mg/l. Die Gruppen der 
PTH-sensiblen und resistenten Stämme zeigten ein bimodales Verteilungsmuster, das mit 
einem Schwellenwert von 2 mg PTH/l gut zu differenzieren ist. Für die standardmäßige 
Durchführung der Empfindlichkeitstestung gegenüber PTH mit dem BacT/Alert 3D-System 
empfehlen wir deshalb eine PTH-Testkonzentration von 2 mg/l.  
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Die LIZ-MHK betrug für 20 sensible Mtb-Stämme (inklusive Referenzstamm Mtb H37Rv) 
und sieben Stämme mit verschiedenen Resistenzen gegenüber Erstrang-Antituberkulotika 
0,25 - 2 mg/l (0,5 mg/l bei 17 von 27 Stämmen). Für die vier isolierten LIZ-resistenten 
Mutanten betrug die LIZ-MHK 8 - 16 mg/l. Es zeigt sich auch bei der Verteilung der LIZ-
MHK ein bimodales Verteilungsmuster; die Gruppen der sensiblen und resistenten Stämme 
sind gut zu differenzieren. Wir empfehlen für die standardmäßige Durchführung der 
Empfindlichkeitstestung gegenüber LIZ mit dem BacT/Alert 3D-System eine LIZ-
Testkonzentration von 4 mg/l. Die festgestellten MHK-Werte von PTH und LIZ und die 
vorgeschlagenen Testkonzentrationen entsprechen Ergebnissen aus der Literatur, die mit 
ähnlichen Methoden erhoben wurden. 
 
Zweitens wurden mit dem BacT/Alert 3D-System Untersuchungen zur Kombinationstestung 
von Antituberkulotika bei Mtb und Stämmen des MAC-Komplexes durchgeführt, bisher 
liegen keine Publikationen für Untersuchungen von Wirkstoff-Kombinationen bei 
Mykobakterien mit diesem System vor. Es wurde geprüft, ob die MHK eines 
Antituberkulotikums durch die Zugabe einer subinhibitorischen Menge eines anderen 
Antituberkulotikums verändert wird. Bei Mtb wurden dazu folgende Kombinationen geprüft: 
Rifampicin (RMP) + LIZ, Moxifloxacin + LIZ, Isoniazid + PTH, RMP + PTH, PTH + LIZ. In 
keinem Fall konnten signifikante Effekte beobachtet werden. Ein tendenziell synergistischer 
Effekt der PTH-RMP-Kombination beim Stamm Mtb H37Rv (Reduktion der RMP-MHK um 
eine Stufe) wurde durch die Analyse der Wachstumskinetik des Stammes unterstützt. Bei 
zufällig ausgewählten Stämmen des MAC-Komplexes wurde die Kombination Ciprofloxacin 
(CIP) + Ethambutol (EMB) geprüft. Es zeigte sich bei sieben von zehn Stämmen eine 
Reduzierung der CIP-MHK um mindestens drei Stufen bei Zugabe einer subinhibitorischen 
Konzentration von EMB. Dieser synergistische Effekt wurde bereits in den 1990er Jahren mit 
einer ähnlichen Methode festgestellt, allerdings ohne die Stämme des MAC-Komplexes zu 
differenzieren (Arbeitsgruppe von S. Hoffner). Interessanterweise handelte es sich bei den 
von uns untersuchten Stämmen, bei denen dieser synergistische Effekt nachgewiesen wurde, 
um M. avium-Stämme. Diese Problematik sollte weiter verfolgt werden, da sich daraus 
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Mtb H37Rv im Standard-Empfindlichkeitstest 
 



























































































Beeinflussung der LIZ-MHK durch PTH bei PTH-resistenten Mtb-
Stämmen (MHK in mg/l) 
 
Beeinflussung der RMP-MHK durch LIZ bei Mtb H37Rv (MHK in 
mg/l) 
 
Beeinflussung der RMP-MHK durch LIZ bei LIZ-resistenten 
Mutanten (MHK in mg/l) 
 
Beeinflussung der MOX-MHK durch LIZ bei Mtb H37Rv (MHK in 
mg/l) 
 
Beeinflussung der INH-MHK durch PTH bei Mtb H37Rv (MHK in 
mg/l) 
 
Beeinflussung der RMP-MHK durch PTH bei Mtb H37Rv (MHK in 
mg/l) 
 
Analyse der Detektionszeiten (TTD) bei der Bestimmung der RMP-
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Übersicht zu Methoden der Empfindlichkeitstestung von Mtb 
 
Gegenüberstellung der Detektionszeiten der Wachstumskontrolle 
(TTDWK) und den Zeiten der beiden Kontrollen zur Determinierung 
der Untersuchungszeit (TTD1% bzw. TTD3WK) bei 48 
Untersuchungen 
 
Verteilung der PTH-MHK bei sensiblen Mtb-Stämmen, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Verteilung der MHK bei PTH-resistenten Mtb-Stämmen, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Gesamtverteilung der Protionamid-MHK bei Mtb-Stämmen 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Verteilung der Linezolid-MHK bei sensiblen Mtb-Stämmen, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Verteilung der LIZ-MHK bei resistenten Mtb-Stämmen, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Verteilung der LIZ-MHK bei Resistenzmutanten, 
(getrennte Auswertung von MHK1% und MHK3WK) 
 
Gesamtverteilung der Linezolid-MHK bei Mtb-Stämmen (inkl. LIZ-
resistente Mutanten, getrennte Auswertung von MHK1% und 
MHK3WK) 
 
Beeinflussung der Wachstums-Detektionszeiten bei Kulturflaschen 
zur Bestimmung der RMP-MHK durch die Zugabe von LIZ bzw. 
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